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Résumé en français 
 
Titre  
Différenciation génétique des populations humaines pour les gènes de la 
réponse aux médicaments. 
 
Résumé  
Tous les individus ne répondent pas de la même façon à un même traitement 
médicamenteux, tant sur le plan pharmacologique (efficacité) que sur le 
plan toxicologique (effets indésirables). Des facteurs génétiques affectant la 
pharmacocinétique et la pharmacodynamie des médicaments jouent un 
rôle déterminant dans cette variabilité interindividuelle de réponse. Certains 
de ces facteurs sont distribués de manière hétérogène entre les populations 
humaines. Ces différences s’expliquent en partie par des phénomènes 
d’adaptation locale des populations à leur environnement. Au cours de son 
histoire, l’homme a dû en effet faire face à des changements de son 
environnement chimique, qui ont entraîné des pressions de sélection naturelle 
sur les gènes intervenant dans la réponse de l’organisme aux xénobiotiques. 
Ce sont ces mêmes gènes qui, aujourd’hui, influencent la réponse aux 
médicaments. 
La formidable accélération des progrès de la génétique donne accès 
aujourd’hui à la variabilité génétique des populations humaines sur 
l’ensemble du génome, facilitant la découverte et la compréhension des 
mécanismes génétiques à l’origine des traits complexes comme la réponse 
aux médicaments. Les outils de la génétique des populations permettent 
notamment d’identifier des variants affichant un niveau de différenciation 
génétique inhabituel entre les populations humaines et de déterminer dans 
quelle mesure la sélection naturelle a joué un rôle dans les profils atypiques 
observés. 
Dans cette thèse, nous avons appliqué ces outils à des données de 
génotypage et de séquençage pour analyser les profils de différenciation 
génétique des populations humaines pour les gènes de la réponse aux 
médicaments. Nous avons ainsi démontré qu’une sélection positive récente 
en Asie de l’Est dans la région génomique du gène VKORC1 était 
responsable d’une hétérogénéité de distribution du variant fonctionnel de 
VKORC1, à l’origine des différences de sensibilité génétique aux 
Résumé en français 
 
anticoagulant oraux de type antivitamine K entre les populations humaines. 
Puis, en étendant notre analyse à l’ensemble des pharmacogènes majeurs, 
nous avons identifié de nouveaux variants potentiellement intéressants en 
pharmacogénétique pour expliquer les différences de réponse aux 
médicaments entre les populations humaines et les individus. Enfin, l’étude 
approfondie du gène NAT2 nous a permis de révéler un processus de 
sélection homogénéisante ciblant un variant fonctionnel associé à un 
phénotype d’acétylation très lent. Ces résultats soulignent l’influence 
déterminante de la sélection naturelle dans la variabilité de réponse aux 
médicaments entre les populations et les individus. Ils montrent l’apport de la 
génétique des populations pour une meilleure compréhension de la 
composante génétique de la réponse aux médicaments et des traits 
complexes. 
 
Mots clés 
Génétique des populations – sélection naturelle – balayage sélectif – 
différenciation génétique – réponse aux médicaments – 
pharmacogénétique – Projet 1000 Génomes – Panel HGDP-CEPH – 
antivitamine K – VKORC1 – NAT2 – pharmacogènes. 
 
Abstract in english 
 
Title  
Genetic differentiation of human populations for genes involved in drug 
response. 
 
Abstract  
Response to drug treatment can be highly variable between individuals, both 
in terms of therapeutic effect (efficacy) and of adverse reactions (toxicity). 
Genetic factors affecting drug pharmacodynamics and pharmacokinetics 
play a major role in this inter-individual variability. Some of these factors are 
heterogeneously distributed among human populations. Local adaptation of 
populations to their environment partly explained those differences. Indeed, 
during human evolution, populations had to cope with changes in their 
chemical environment that triggered selective pressures on genes involved in 
xenobiotic response. Those genes are the same ones that influence drug 
response today. 
 
The tremendous recent advances in genotyping and sequencing 
technologies now provide access to the genome-wide patterns of genetic 
variation in a growing number of human populations, facilitating our 
understanding of the genetic mechanisms underlying complex traits such as 
drug response. Population genetic tools allow the identification of variants 
showing an unusual pattern of genetic differentiation among human 
populations and the determination of the role played by natural selection in 
shaping the atypical patterns observed.  
 
In this thesis, we have applied these tools on both SNP-chip genotyping data 
and Next Generation Sequencing data to analyze the genetic differentiation 
patterns of human populations for genes involved in drug response. We show 
that a nearly complete selective sweep in East Asia in the genomic region of 
the VKORC1 gene is responsible for an heterogeneous distribution of the 
VKORC1 functional variant and can explain the inter-population genetic 
differences in response to oral anti-vitamin K anticoagulants. Extending the 
analysis to all major pharmacogenes, we have identified new variants of 
potential relevance to pharmacogenetics which could explain inter-
Abstract in english 
 
population and inter-individual differences in drug response. Finally, by a 
comprehensive analysis of the NAT2 gene, we evidence a homogenizing 
selection process targeting a functional variant associated with a very slow 
acetylation phenotype. These results emphasize the crucial role of natural 
selection in the inter-population and inter-individual drug response variability. 
They also illustrate the relevance of population genetics studies for a better 
understanding of the genetic component underlying drug response and 
complex traits. 
 
Key words 
Population genetics – natural selection – selective sweep – genetic 
differentiation – drug response – pharmacogenetics – 1000 Genomes Project 
– HGDP-CEPH Panel – antivitamin K – VKORC1 – NAT2 – pharmacogene.  
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Introduction 
 3 
La réponse aux médicaments est extrêmement variable entre les individus, 
que ce soit en terme d’efficacité de traitement (absence de réponse 
pharmacologique), ou de toxicité (survenue d’effets indésirables qui peuvent 
être graves voire mortels). Cette variabilité interindividuelle est chaque année 
responsable d’un grand nombre d’accidents iatrogéniques, qui représentent 
un problème de santé publique majeur. Depuis la découverte de l’existence 
de facteurs génétiques intervenant dans la réponse aux médicaments il y a 
une soixantaine d’années, le champ de la pharmacogénétique s’est 
développé de façon spectaculaire et a permis de révéler l’importance des 
déterminants génétiques dans la variabilité de la réponse aux médicaments. 
A l’heure actuelle, l’une des problématiques majeures de la 
pharmacogénétique réside dans l’identification précise des variants 
pharmacogénétiques qui pourraient être utilisés en pratique médicale en 
tant que biomarqueurs des médicaments, favorisant ainsi l’optimisation des 
stratégies thérapeutiques au profil génétique du patient. 
 
Les médicaments font partie des xénobiotiques, substances chimiques 
étrangères à l’organisme, auxquels l’homme est exposé en permanence. 
Durant leur histoire évolutive, les populations humaines ont dû faire face à 
des variations de leur environnement chimique, liées par exemple à des 
modifications d’ordre climatique ou alimentaire. L’adaptation des 
populations à ces nouveaux environnements a été permise par l’action de la 
sélection naturelle sur les gènes impliqués dans la réponse aux xénobiotiques. 
Le plus souvent, ces phénomènes adaptatifs se sont passés à une échelle 
locale, c’est-à-dire qu’ils ont concerné uniquement les populations soumises 
au changement environnemental. Il en résulte une différenciation 
géographique importante à l’échelle du globe pour les gènes gouvernant la 
réponse aux xénobiotiques et aux médicaments. Aujourd’hui, cette histoire 
évolutive différentielle des populations se reflète par une variabilité 
phénotypique de réponse aux médicaments entre populations.  
 
Sur le génome, des empreintes de la sélection naturelle sont visibles au 
niveau des régions génomiques hébergeant les gènes de la réponse aux 
médicaments. Les progrès réalisés ces dernières années dans les techniques 
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de caractérisation du génome humain, en combinaison avec le 
développement des outils de la génétique des populations, rendent possible 
leur détection. L’étude de la différenciation génétique des populations et 
des pressions sélectives sous-jacentes permet d’apporter des clés majeures 
dans la compréhension de la variabilité interindividuelle et inter-
populationnelle dans la susceptibilité génétique aux traits complexes comme 
la réponse aux médicaments.  
 
Dans cette thèse, nous mettons à profit différents jeux de données 
génétiques dans différentes populations pour étudier les profils de 
différenciation génétique des populations humaines pour les gènes majeurs 
de la réponse aux médicaments. Trois objectifs principaux ont orienté ce 
travail : (1) évaluer comment ces profils diffèrent en fonction de la catégorie 
pharmacogénétique à laquelle appartiennent ces gènes ; (2) sélectionner les 
variants pharmacogénétiques présentant un profil de différenciation 
génétique extrême et évaluer dans quelle mesure ces profils sont le résultat 
de l’action de la sélection naturelle et (3) identifier des nouveaux variants 
potentiellement intéressants en pharmacogénétique, qui seraient 
susceptibles d’expliquer une partie de la variabilité observée dans la réponse 
clinique aux médicaments entre les populations et les individus. 
 
Cette thèse est organisée en quatre parties. La première introduit les grands 
principes de la pharmacogénétique et décrit les méthodes de génétique des 
populations permettant de quantifier la différenciation génétique inter-
populationnelle et de détecter les signatures de sélection naturelle sur le 
génome. La deuxième partie présente l’application de ces méthodes au 
gène VKORC1, codant pour la cible pharmacologique directe des 
anticoagulants de type antivitamine K (AVK), dans les données de 
génotypage du Panel HGDP-CEPH (Human Genome Diversity Project). Nous y 
verrons qu’un phénomène de sélection positive récent est sans doute 
responsable du profil de différenciation atypique du variant fonctionnel 
rs9923231 de VKORC1, qui confère un phénotype de sensibilité augmentée 
aux AVK. Cet événement sélectif se traduit aujourd’hui par des différences 
significatives de sensibilité génétique aux AVK entre les populations humaines. 
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Dans la troisième partie, nous étendons cette approche à l’ensemble des 
pharmacogènes les plus importants en étudiant leur profil de différenciation 
génétique dans les données de séquençage du Projet 1000 Génomes. Nous 
identifions des nouveaux variants d’intérêt en pharmacogénétique 
présentant à la fois un profil de différenciation extrême ainsi qu’une forte 
probabilité d’être délétères, telle qu’estimée par des outils bioinformatiques 
de prédiction de l’effet fonctionnel. Nous évaluons également le rôle de la 
sélection positive dans la détermination de ces profils de différenciation 
atypiques. La quatrième partie se concentre sur l’étude du gène NAT2 
impliqué dans les mécanismes de détoxication et d’élimination de nombreux 
médicaments importants en clinique. Sur la base des données de séquence 
du projet 1000 Génomes, nous mettons en évidence un niveau de 
différenciation génétique inhabituellement faible pour le variant fonctionnel 
rs1799930, associé à un phénotype d’acétylation très lent, suggérant qu’un 
processus de sélection homogénéisante a été à l’œuvre dans cette région 
du génome. Nous terminons par une discussion exposant les difficultés 
rencontrées par la pharmacogénétique pour son intégration dans la pratique 
clinique et discutons de l’apport de la génétique des populations à 
l’identification des facteurs génétiques impliqués dans la réponse aux 
médicaments. Les limites de nos études, notamment notre capacité à 
détecter les signatures génomiques de la sélection, sont également 
discutées. 
  6 
  7 
 
 
 
 
 
 
Partie 1  
_______________________________ 
 
Introduction à la 
pharmacogénétique et à la 
génétique des populations  
 
  8 
Partie 1 – Introduction à la pharmacogénétique et à la génétique des populations  
 9 
Chapitre 1 
 
Variabilité de réponse aux médicaments 
et pharmacogénétique 
 
 
Les individus ne sont pas égaux face aux médicaments, et peuvent présenter 
des réactions extrêmement variables en réponse à un même traitement 
médicamenteux, en dépit de conditions d’administration identiques. Alors 
que certains vont s’éloigner de la réponse attendue en présentant une 
diminution ou une absence d’efficacité ; d’autres vont développer des 
réactions indésirables voire des toxicités importantes qui peuvent être très 
dangereuses pour la santé de l’individu. Si cette variabilité interindividuelle de 
réponse peut être liée à des facteurs environnementaux ou à des états 
physiopathologiques particuliers, les facteurs génétiques semblent jouer un 
rôle important. L’objectif de la pharmacogénétique est d’identifier les 
individus présentant un risque particulier d’inefficacité ou de toxicité vis-à-vis 
de certains médicaments sur la base de leurs profils génétiques afin 
d’optimiser les traitements médicamenteux, tant en termes d’efficacité que 
de sécurité d’emploi.  
 
1. La variabilité de réponse aux médicaments : 
conséquences sanitaires et socio-économiques 
La variabilité de réponse aux traitements médicamenteux, souvent difficile à 
prévoir, constitue une limitation importante à l’emploi des médicaments. Elle 
pose un réel problème de santé publique et a un impact considérable sur le 
plan économique et social.  
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1.1 Conséquences sanitaires 
Les effets indésirables des médicaments, définis par des réactions non 
souhaitées et nocives pour la santé survenant suite à l’administration d’un 
médicament à des doses standards (World Health Organization, 1969), 
représentent une part importante de la iatrogénie médicamenteuse, et sont 
à l’origine d’un véritable problème de santé publique au niveau mondial.  
En terme de toxicité  
Dans les années 1990, différentes études menées aux États-Unis ont estimé 
que les effets indésirables des médicaments, étaient à l’origine de 2,4 à 6,5 % 
des hospitalisations (Bates et al., 1995; Classen et al., 1997; Leape et al., 1991). 
Un travail réalisé en 1998, a montré qu’à eux seuls, les effets indésirables 
graves étaient responsables de plus de deux millions d’hospitalisations et de 
100 000 décès par an aux États-Unis, les classant entre la quatrième et la 
sixième cause de mortalité (Lazarou et al., 1998).  
En France, les chiffres d’une enquête menée en 1998 par le réseau des 
Centres Régionaux de Pharmacovigilance (CRPV) rapportent un taux 
d’incidence de 3,2 % d’évènements indésirables dus à des médicaments 
nécessitant une hospitalisation (Pouyanne et al., 2000).  
 
Des études plus récentes, réalisées un peu partout dans le monde, font état 
de chiffres largement en hausse (Phillips et al., 2014; Pirmohamed et al., 2004). 
Au Royaume-Uni, une analyse prospective menée sur une durée de six mois 
en 2004 dans deux grands hôpitaux a montré que les effets indésirables 
étaient responsables de 6,5 % des hospitalisations (Pirmohamed et al., 2004). 
Une revue de la littérature basée sur les résultats de 46 études réalisées dans 
différents pays rapporte une incidence moyenne de 6,1 % d’effets 
indésirables des médicaments chez les patients hospitalisés (Krähenbühl-
Melcher et al., 2007). En France, les chiffres les plus couramment avancés font 
état de 140 000 hospitalisations provoquées par les accidents 
médicamenteux et de 18 000 décès avérés annuels, sans compter les 
accidents bénins qui ne font pas l’objet d’une déclaration systématique1. On 
estime en effet que durant cette dernière décennie, le nombre 
                                                 
1 Cependant il faut souligner le manque aujourd’hui en France d’étude récente évaluant 
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d’hospitalisations dues aux effets indésirables des médicaments a augmenté 
en Angleterre de 76,8 % (Wu et al., 2010). Aux États-Unis entre 1998 et 2005, le 
nombre d’effets indésirables graves a augmenté d’un facteur 2,6, soit quatre 
fois plus rapidement que les prescriptions aux USA durant la même période 
(Moore et al., 2007). Si ces chiffres sont probablement reliés en partie à une 
amélioration de la déclaration des effets indésirables dans la communauté 
médicale, ils ont également pour cause le vieillissement de la population 
(Majeed and Aylin, 2005; McLean and Le Couteur, 2004). L’incidence et la 
gravité des accidents iatrogéniques augmentent avec l’âge : on estime que 
ces accidents représentent environ 20 % des hospitalisation des sujets de plus 
de 80 ans (Roughead et al., 1998) et que les effets indésirables létaux sont 
plus fréquents chez les patients âgés (Ebbesen et al., 2001). En effet, en plus 
d’une plus grande fragilité physiologique, cette population est plus 
susceptible de rencontrer des effets indésirables dus aux médicaments, en 
raison d’une polymédication quasi-systématique (Mannesse et al., 2000; 
McLean and Le Couteur, 2004; Petrovic et al., 2012; Wu et al., 2010).  
 
Aujourd’hui, la mortalité et la morbidité liées aux effets indésirables des 
médicaments sont presque équivalentes à celles du cancer ou des maladies 
cardiovasculaires dans les pays occidentaux (Duran-Frigola and Aloy, 2013). 
En France, c'est un fléau qui tue plus que les suicides et les accidents de la 
route réunis.  
En terme d’efficacité thérapeutique 
La variabilité de réponse aux médicaments entraîne également des situations 
d’inefficacité thérapeutique, plus difficiles à appréhender et encore moins 
évaluées à l’heure actuelle. On estime globalement que pour les 
médicaments majoritairement utilisés dans le traitement de la plupart des 
maladies communes, le taux de réponse varie de 25 à 80 % (Spear et al., 
2001). Ainsi, on observe par exemple que des traitements très répandus tels 
que les analgésiques ne permettent pas de traiter toute la population 
uniformément ; que 35 % des patients ne répondent pas aux béta-bloquants ; 
et que, dans le cas des maladies mentales, un malade sur deux ne tire aucun 
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profit de son traitement antidépresseur, et moins d’un patient schizophrène 
sur trois bénéficie de son traitement antipsychotique.  
 
1.2 Conséquences socio-économiques 
Les conséquences économiques liées de façon directe ou indirecte à la 
toxicité médicamenteuse sont absolument pharamineuses.  
Les seuls coûts annuels engendrés par les hospitalisations dues aux effets 
indésirables des médicaments ont été évalués en 1997 aux États-Unis à près 
de 80 milliards de dollars (Bates et al., 1995). Une grande enquête 
prospective réalisée dans deux grands hôpitaux au Royaume-Uni estime que 
le coût annuel des effets indésirables des médicaments supporté par le 
système de santé anglais National Health Service NHS s’élève à 706 millions 
d’euros (Pirmohamed et al., 2004). La Commission européenne chiffre ce 
coût en 2008 à 79 milliards d’euros en Europe. En France, il a été évalué à 3,4 
millions d’euros pour un seul hôpital de 339 lits (Lagnaoui et al., 2000). Une 
étude suédoise très récente reporte un montant annuel de 21 millions de 
dollars pour 100 000 habitants, ce qui représente approximativement 10 % 
des dépenses de santé totales (Gyllensten et al., 2014). 
 
Ce coût varie considérablement selon le type d’événement indésirable : il est 
600 fois plus élevé pour un effet indésirable qui entraîne des séquelles que 
pour un effet indésirable non grave.  
 
Globalement, on estime que les coûts liés aux accidents iatrogéniques sont 
supérieurs à ceux des traitements médicamenteux en eux-mêmes (Sim and 
Ingelman-Sundberg, 2011). Cette situation est d’autant plus préoccupante 
qu’elle est amplifiée du fait de l’augmentation drastique de la 
consommation de médicaments actuellement. En Australie, elle a augmenté 
cette dernière décennie de 40 % (Phillips et al., 2014). En France, le total des 
ventes de médicaments est passé de 16,5 à 27,5 milliards d’euros entre 2000 
et 2010. 
Par ailleurs, les effets indésirables des médicaments posent également un réel 
problème à l’industrie pharmaceutique, d’une part parce qu’ils sont 
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responsables de 17 % des arrêt prématurés du développement de nouvelles 
molécules candidates (Dimasi, 2001) ; d’autre part, parce que leur faible 
incidence les rend difficilement détectables lors des essais cliniques, ce qui 
peut conduire au retrait du marché de médicaments en post AMM 
(Autorisation de Mise sur le Marché) (Uetrecht and Naisbitt, 2013). 
 
La iatrogénie médicamenteuse a également des conséquences sociales 
importantes pour le malade comme pour la collectivité. Cela se traduit 
notamment par un grand nombre d’arrêts de travail et d’interruption 
d’activités (43 % d’arrêts chez les actifs) (Apretna et al., 2005). Le 
retentissement de la iatrogénie sur les activités quotidiennes et la qualité de 
vie du patient est parfois tel qu’il peut induire une méfiance, voire un rejet, vis 
à vis des traitements médicamenteux (Wu et al., 2010). Dans le monde, et 
particulièrement en France, les crises sanitaires récentes liées aux effets 
indésirables des médicaments (Médiator®, contraceptifs oraux, vaccins 
contre l’hépatite B, psychotropes, etc.) ont terni dans son ensemble l’image 
du médicament : il est désormais vécu par beaucoup, plus comme un risque 
à éviter que comme un outil majeur de santé publique. 
 
L’impact humain, psychologique, sanitaire, financier et social de la iatrogénie 
médicamenteuse est, de toute évidence, considérable ; tant par le nombre 
de maladies et de complications qui pourraient être évitées par des 
traitements médicamenteux davantage optimisés à l’échelle individuelle que 
par les coûts supportés par la collectivité. 
 
1.3 Concept de la médecine personnalisée 
Considérant l’ampleur des conséquences liées à la variabilité de réponse aux 
médicaments, il apparaît nécessaire d’augmenter la connaissance des 
facteurs prédictifs de la réponse aux médicaments, aussi bien pour le patient, 
afin d’améliorer sa prise en charge thérapeutique, que pour la collectivité, 
afin de réduire les coûts d’hospitalisation liés aux effets indésirables et aux 
inefficacités thérapeutiques. 
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En tenant compte de l’ensemble de ces facteurs, il pourrait alors être possible 
d’adapter les traitements médicamenteux à chaque patient. Cette stratégie 
de choix a donné naissance, ces dernières années, au concept de la 
médecine personnalisée (Encadré 1.1).  
 
Encadré 1.1 l La médecine personnalisée  
 
Bien que la médecine ait toujours été, de façon évidente, pratiquée à 
l’échelle individuelle en tenant compte pour chaque patient de ses facteurs 
physiopathologiques, son histoire familiale, son mode de vie, etc., le concept 
de médecine personnalisée a pris ces dernières années une connotation 
nouvelle, fondée sur la connaissance des bases moléculaires des maladies.  
 
La médecine personnalisée consiste à choisir le traitement le plus adapté en 
fonction du profil biologique du patient et des caractéristiques moléculaires 
de sa maladie. Son objectif est résumé par la phrase désormais fameuse : « le 
bon médicament, à la bon dose, au bon patient, au bon moment », énoncée 
par Margaret Hamburg, commissaire à la FDA (Food and Drug Administration) 
en 2010.  
 
L’amélioration de la mise en place d’une médecine personnalisée dans la 
pratique clinique représente, progressivement, l’un des plus grands enjeux de 
la médecine de demain.  
Les principaux axes de recherche dans ce domaine sont (Scott, 2011) : 
- l’identification précise des facteurs génétiques impliqués dans les 
maladies complexes,  
- l’étude des mécanismes d’interactions gène-environnement qui sont à 
l’origine de l’apparition des maladies,  
- l’utilisation de biomarqueurs pharmacogénétiques permettant 
d’augmenter l’efficacité et de diminuer la toxicité des thérapies 
médicamenteuses. 
 
Le concept de la médecine personnalisée constituait l'une des aspirations 
déclarées du Projet génome humain (Meyer et al., 2012). En 2010, il est à 
l’origine de la mise en place d’une collaboration entre la FDA et le NIH 
(National Institutes of Health) dont le but est d’accélérer et de favoriser son 
implémentation en clinique, via l’optimisation des prescriptions 
médicamenteuses et le développement de nouveaux médicaments 
(Hamburg and Collins, 2010). 
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2. Sources de variabilité de la réponse aux 
médicaments 
La variabilité interindividuelle des effets pharmacologiques des médicaments, 
en termes d’efficacité et de tolérance, est un phénomène complexe, se 
rapportant à de multiples causes.  
 
2.1 Rappel sur les composantes de la réponse aux médicaments  
L’effet thérapeutique du médicament est déterminé par deux grandes 
catégories de réactions : celles de la pharmacodynamie (PD), liées au mode 
d’action du médicament sur l’organisme ; et celles de la pharmacocinétique 
(PK), liées à l’inverse au devenir du médicament dans l’organisme.  
La pharmacodynamie 
Elle correspond à l’ensemble des effets du médicament sur l’organisme. Elle 
est liée aux interactions entre la substance active et ses cibles d’action 
(récepteur, enzyme), qui peuvent être plus ou moins bien identifiées sur le 
plan moléculaire. La pharmacodynamie permet de décrire la relation entre 
la concentration au site d’action du médicament et la réponse 
thérapeutique observée. 
La pharmacocinétique 
A l’inverse, les réactions de la pharmacocinétique concernent l’ensemble 
des mécanismes de prise en charge du médicament par l’organisme. Elle 
décrit la relation entre la dose administrée et les concentrations en 
médicament mesurées. Elles sont composées de quatre grandes 
étapes cinétiques résumées par l’acronyme international « ADME » : 
- L’absorption (A), qui aboutit à la pénétration de la substance active 
dans la circulation systémique, après les étapes de résorption (passage 
membranaire) et de premiers passages, notamment hépatique, 
moments de biotransformations métaboliques. 
- La distribution (D), qui correspond à la répartition de la substance 
active dans l’organisme à partir de la circulation générale. Elle 
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dépend fortement du taux de liaison de cette dernière aux protéines 
plasmatiques. 
- Le métabolisme (M), qui consiste en la transformation du médicament 
par l’équipement enzymatique de l’organisme, en particulier au 
niveau du foie, générant des métabolites plus hydrophiles et plus 
facilement éliminables, qui peuvent avoir une activité 
pharmacologique plus ou moins importante (Encadré 1.2). 
- L’élimination (E) du principe actif et de ses métabolites de l’organisme, 
qui passe par l’excrétion directe, principalement par le rein, ou après 
biotransformation (métabolisation). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1| Représentation schématique du métabolisme des médicaments 
(Encadré 1.2). 
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 Encadré 1.2 l Le métabolisme des médicaments  
 
Pour se défendre contre l’agression de substances chimiques potentiellement 
toxiques, auxquelles il est exposé en permanence, l’organisme humain a mis en 
place une réponse cellulaire complexe qui permet l’élimination des composés 
étrangers et qui participe aux processus de détoxification cellulaire. Les 
médicaments, qui représentent une part non négligeable des xénobiotiques, 
sont en général de nature hydrophobe, et de ce fait, passent facilement la 
membrane plasmique. L’entrée d’un médicament dans la cellule va être 
détectée par les récepteurs des xénobiotiques, qui vont à leur tour induire un 
ensemble d'activités enzymatiques et de transporteurs permettant leur 
détoxication et leur élimination.  
 
Le métabolisme d’un médicament correspond à sa transformation enzymatique 
en un ou plusieurs composés hydrosolubles plus facilement éliminables : les 
métabolites, qui peuvent être inactifs (directement éliminés), actifs, ou bien 
parfois toxiques. La biotransformation des médicaments a essentiellement lieu 
dans le foie, mais également au niveau des reins, poumons, intestins, peau, … 
 
Trois grands systèmes enzymatiques spécialisés et complémentaires interviennent 
dans cette biotransformation, à travers : 
 Les réactions de phase I qui conduisent à des dérivés possédant des 
groupements fonctionnels les rendant plus polaires. Elles comprennent les 
réactions : 
o d’oxydation qui ont principalement lieu dans le foie, et nécessitent la 
présence des isoenzymes de la superfamille du cytochrome P450 
(CYP). Ces réactions représentent la grande majorité des réactions 
de phase I ; 
o de réductions, moins fréquentes et moins étudiées ;  
o d’hydrolyse, le plus souvent par des estérases non spécifiques. 
Cette première phase n’est pas obligatoire : certains médicaments peuvent 
directement subir la phase II. 
 Les réactions de phase II correspondent à la conjugaison par des enzymes de 
type transférases, visant à rendre les métabolites encore plus hydrophiles par 
greffage d’un radical acétyle, sulfate, glucuronate, méthyle, glutathion, 
ayant une solubilité augmentée dans les fluides biologiques (urines, selles, 
sueur). On retrouve parmi les enzymes impliquées les N-acétlytransférases 
(NAT), les glutathion S-transférases (GST) ou les sulfo-transférases (SULT) ainsi 
que les UDP-glucuronosyltransférases (UGT). 
 
 Les réactions de phase III qui permettent l’élimination de l’organisme des 
métabolites ainsi modifiés, par leur transport membranaire et leur expulsion 
hors de la cellule. Ces réactions font intervenir les transporteurs membranaires 
comme la famille SLC (Solute carrier) et la famille ABC (ATP-binding cassette). 
 
.  
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2.2 Facteurs non génétiques 
La variabilité interindividuelle de réponse aux médicaments peut être 
observée à tous les niveaux des processus pharmacodynamiques et 
pharmacocinétiques.  
 
La variabilité des processus pharmacodynamiques peut être influencée par 
les paramètres suivants : 
- la tolérance, qui correspond à une désensibilisation ou down 
regulation des récepteurs, qui peut être partielle (ne concerner qu’une 
partie des effets pharmacologiques du médicament) ou croisée 
(présente chez tous les médicaments d’une même classe 
pharmacologique). 
- la dépendance, qui peut être d’ordre physique, avec l’apparition de 
troubles lors de la suppression du médicament, définissant un 
syndrome de sevrage et/ou psychique, caractérisée par un état 
compulsif poussant à consommer le médicament pour le plaisir 
chimique qu’il procure. 
- la chronopharmacologie, qui concerne la modulation de l’activité 
pharmacologique ou toxique du médicament selon son heure 
d’administration. Ce phénomène s’explique par la présence des 
rythmes circadiens de l’organisme qui régulent un grand nombre de 
processus physiologiques et biologiques (sommeil, température 
corporelle, métabolisme hépatique, rythme cardiaque, pression 
artérielle, sécrétion d’acide gastrique, etc.). 
 
Par ailleurs, différentes situations peuvent contribuer à la modification des 
propriétés pharmacocinétiques de la réponse aux médicaments : 
- des états physiologiques particuliers : âge (nouveau-nés, personnes 
âgées), femmes enceintes et allaitantes, chez qui les paramètres 
cinétiques peuvent être modifiés ;  
- des situations pathologiques : notamment la présence de 
comorbidités comme l’insuffisance rénale ou hépatique, qui sont les 
deux principales pathologies modifiant la pharmacocinétique des 
médicaments ; mais également l’insuffisance cardiaque, l’obésité, la 
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dénutrition, les grands brûlés, l’alcoolisme, les états inflammatoires et 
infectieux, …  
- Des interactions médicamenteuses qui vont engendrer des 
phénomènes de compétition entre plusieurs médicaments au niveau 
du métabolisme et/ou du transport, induisant des phénomènes 
d’induction ou d’inhibition enzymatique.  
- des facteurs environnementaux (tabac, alcool, alimentation, mode de 
vie, etc.) 
 
Le sexe joue également un rôle dans la variabilité de réponse aux 
médicaments, et peut affecter aussi bien la pharmacocinétique (par 
exemple, via la modulation de la concentration plasmatique d’albumine 
(Wilson, 1984)) que la pharmacodynamie de médicaments (citons par 
exemple l’influence des récepteurs aux œstrogènes sur la réponse aux 
antalgiques (Qiu et al., 2008)). 
 
Une importante variabilité des processus pharmacodynamiques et 
pharmacocinétiques peut conduire à une sortie de la zone thérapeutique à 
la posologie standard. Il est alors préconisé d’adapter le schéma 
posologique, en particulier pour les médicaments à marge thérapeutique 
étroite, afin de maintenir le patient dans une zone garantissant une efficacité 
pharmacologique sans risque de toxicité majeure. Cette adaptation peut 
être guidée par le suivi thérapeutique pharmacologique (STP), qui consiste à 
mesurer les concentrations plasmatiques du médicament pour ajuster la 
posologie de façon précise en fonction du taux obtenu ; ou par d’autres 
paramètres, comme l’INR (International Normalized Ratio) pour les 
anticoagulants oraux (cf. partie 2 de cette thèse), l’électrocardiographie 
(ECG) pour les antiarythmiques, etc.  
 
2.3 Facteurs génétiques 
Aux facteurs physiopathologiques et environnementaux classiques impliqués 
dans la variabilité de réponse aux médicaments s’ajoutent les facteurs 
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génétiques (Figure 1.2). Cette variabilité d’origine génétique peut être 
d’ordre : 
- pharmacocinétique et concerner des gènes codant pour des 
enzymes impliquées dans le métabolisme de phase I (famille des CYP), 
le métabolisme de phase II (famille des UGT, GST, etc.) et le transport 
(famille ABC) des médicaments ;  
- pharmacodynamique et concerner des gènes codant pour les 
éléments constitutifs ou fonctionnels des voies physiologiques ciblées 
par l’action des médicaments (par exemple les récepteurs des 
vitamines comme le gène VDR (vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) 
receptor) ou des neuromédiateurs comme le gène DRD2 (dopamine 
receptor D2)).  
 
Ces facteurs génétiques englobent également les gènes influençant les 
effets thérapeutiques des médicaments sans pour autant avoir de lien direct 
avec la pharmacocinétique ou la pharmacodynamie des médicaments. Il 
s’agit par exemple des gènes codant des facteurs de transcription modulant 
la régulation de l’expression des gènes impliqués dans le métabolisme et le 
transport des médicaments, comme le gène AHR (aryl-hydrocarbon 
receptor) qui code pour un récepteur nucléaire2.  
 
Ces dernières années, de nombreux travaux ont mis en évidence le rôle 
majeur joué par les facteurs génétiques dans la détermination de la réponse 
aux médicaments. L’étude de ces facteurs a donné naissance à une sous-
discipline de la pharmacologie : la pharmacogénétique. 
Un résumé des facteurs intervenant dans la variabilité de la réponse aux 
médicaments est proposé sous forme de schéma dans la Figure 1.2. 
En comparaison des différents facteurs précités, les facteurs génétiques ne 
varient pas au cours du temps (à part sous l’influence de mécanismes 
épigénétiques peu étudiés encore pour la réponse aux médicaments), ce qui 
                                                 
2 Les récepteurs nucléaires appartiennent à une grande famille de facteurs de transcription 
activés par des ligands, le plus souvent endogènes, mais qui peuvent aussi être exogènes 
(xénobiotiques : polluants, médicaments). La liaison du ligand va moduler la transcription de 
gènes cibles selon un mécanisme aujourd’hui bien connu. Ces gènes cibles codent pour les 
enzymes du métabolisme et les protéines de transport membranaire qui participent aux 
processus de détoxification de l’organisme. 
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en fait de bons prédicteurs de la réponse aux médicaments et justifie 
l’ampleur des développements actuels autour de la pharmacogénétique. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 1.2 |Facteurs influençant la réponse aux médicaments. 
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3. La pharmacogénétique 
La pharmacogénétique est l’étude de l’ensemble des mécanismes d’origine 
génétique intervenant dans la variabilité interindividuelle de la réponse aux 
médicaments. Elle a pour objectif final d’adapter les traitements 
médicamenteux au profil génétique de chaque patient, permettant de 
maximiser leur efficacité tout en minimisant leur toxicité. Le développement 
de la pharmacogénétique en pratique clinique courante est susceptible 
d’avoir un impact sans précédent sur la manière dont les maladies rares et 
communes seront traitées. Elle offre en effet la possibilité nouvelle de prédire 
et d’anticiper la réponse de l’individu au médicament et provoque de ce fait 
un changement de paradigme dans l’approche thérapeutique classique 
fondée sur l’essai-erreur. 
 
La pharmacogénétique vise à améliorer l’efficacité et la sûreté des 
traitements médicamenteux en apportant des éléments d’aide à trois grands 
niveaux de la stratégie thérapeutique (Salari et al., 2012) :  
(1) En permettant de stratifier les patients selon leur profil génétique, il est 
possible dans certaines maladies, notamment des cancers, d’orienter la 
stratégie thérapeutique en administrant un médicament spécifiquement 
adapté à la maladie du patient, qui est donc susceptible d’avoir un bon 
niveau de réponse. Ainsi, on dispose, en particulier en oncologie, de 
thérapies ciblées dont l’utilisation est restreinte à des sujets porteurs 
d’altérations génétiques spécifiques, comme c’est le cas par exemple 
des leucémies myéloïdes chroniques exprimant le gène de fusion BCR/ABL 
produisant une protéine à activité tyrosine kinase inhibée spécifiquement 
par l’imatinib (Glivec®). 
(2) En prédisant l’efficacité du médicament selon le génotype du patient 
pour des polymorphismes génétiques modifiant les propriétés 
pharmacodynamiques ou pharmacocinétiques du médicament qui 
peuvent entraîner une sortie de la zone thérapeutique à la posologie 
standard.  
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(3)  En anticipant et évitant la survenue d’effets indésirables chez certains 
sujets porteurs de génotypes conférant un risque de toxicité augmenté 
pour certains médicaments.  
Dans ces deux derniers cas, la connaissance du profil génétique du patient 
peut conduire à une surveillance biologique et clinique particulière ou à une 
stratégie thérapeutique modifiée (adaptation posologique, choix de la 
molécule). 
 
La perspective de l’individualisation des traitements médicamenteux passe 
par le développement de tests simples utilisables en pratique médicale 
courante, incorporant l’information génétique du patient. Ces tests 
pharmacogénétiques font appel au développement de biomarqueurs 
compagnons, essentiels au suivi de la réponse pharmacologique des 
médicaments dans le contexte de la médecine personnalisée (Encadré 1.3) 
(Biomarkers Definitions Working Group., 2001; Sim and Ingelman-Sundberg, 
2011). 
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 Encadré 1.3 l Notion de biomarqueurs en pharmacogénétique 
 
De façon générale, un biomarqueur peut être défini comme un outil de 
mesure (biochimique ou moléculaire), objectif, précis et reproductible, des 
caractéristiques d’un processus biologique, physiologique ou pathologique ou 
de la réponse pharmacologique à un traitement.  
Les biomarqueurs font partie des pratiques médicales depuis de nombreuses 
années, mais leur développement, fortement lié à celui des technologies, 
s’est accéléré dans la dernière décennie, suscitant de grands espoirs dans 
l’implémentation de la médecine personnalisée. 
 
Leur intérêt en pharmacogénétique réside à différents niveaux : 
 Ils sont utilisés en association avec les thérapies médicamenteuses 
(« biomarqueurs compagnons ») pour améliorer leur qualité et efficacité, 
et diminuer leur toxicité ; en permettant de :  
o dépister les patients chez qui le traitement va être le plus 
efficace (par exemple : marqueur diagnostique d’une maladie 
pour laquelle on dispose de thérapies ciblées) ou au contraire les 
non répondeurs ;  
o faciliter le suivi du traitement médicamenteux en guidant le dosage 
pour rester dans la zone thérapeutique et limiter la variation 
interindividuelle de la réponse pharmacologique au médicament. 
 
 L’association médicament/biomarqueur a des intérêts également d’ordre 
économique en : 
o transformant le développement et la mise à disposition d’un 
nouveau médicament en un processus plus rapide (élimination des 
molécules candidates les moins efficaces en phase précoce et 
anticipation des échecs en phase avancée du développement) ; 
et moins coûteux (réduction du nombre d’échecs thérapeutiques) ;  
o permettant de récupérer les médicaments retirés du marché du fait 
de leur toxicité. 
 
 Par ailleurs, ils contribuent à améliorer les connaissances de 
pharmacologie clinique et fournissent une aide pour la conception des 
essais cliniques, qui évalueront définitivement la sécurité et l’efficacité de 
la molécule. 
 
Les biomarqueurs génétiques permettant de prédire la réponse aux 
médicaments ou leur toxicité sont surtout des variants génétiques situés dans 
les gènes impliqués dans le métabolisme et le transport des médicaments, les 
gènes codant pour les cibles thérapeutiques, ou les gènes du système HLA. 
A l’heure actuelle, l’oncologie demeure le domaine où les associations 
biomarqueurs/médicaments sont les plus développées. 
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3.1 Histoire de la pharmacogénétique 
La toute première description d’une variation interindividuelle de réponse à 
un xénobiotique, qui s’avérera plus tard être liée à une anomalie de réponse 
à un médicament, remonte au cinquième siècle avant J.C. : en observant 
chez certains individus d’origine méditerranéenne des crises d’hémolyses 
aigües suite à l’ingestion de fèves (pathologie appelée de ce fait 
« favisme »), le philosophe et mathématicien grec Pythagore avait 
déconseillé cet aliment en raison de son effet pathologique potentiel 
(Cappellini and Fiorelli, 2008). Il déclara : « ce qui peut être nourriture pour 
certains, peut être poison violent pour d’autres ». Ce n’est que beaucoup 
plus tard que la cause génétique de cette variabilité métabolique fut 
identifiée, suite à l’observation d’anémies hémolytiques similaires aux 
anémies faviques après l’administration d’un médicament (primaquine). A 
Londres, le médecin anglais Sir Archibald E. Garrod (1857-1936), s’intéressant 
aux pathologies liées à des déséquilibres biochimiques, fait l’hypothèse que 
certaines maladies, comme l’alcaptonurie 3 , sont en réalité des troubles 
héréditaires du métabolisme. En 1902, il postule l’existence d’une mutation 
dans un gène codant pour cette enzyme qui serait à l’origine de 
l’alcaptonurie et développe le concept « d’individualité chimique » (Garrod, 
2002). Il publie en 1909 son livre Inborn Errors of Metabolism, dans lequel il 
propose que des facteurs génétiques pourraient contribuer aux variations 
interindividuelles dans le métabolisme et la réponse aux médicaments. 
Première expérience de pharmacogénétique 
La première expérience relevant du domaine de la pharmacogénétique n’a 
pas concerné une variation interindividuelle dans la réponse à un 
médicament, mais une capacité à déceler un composé chimique 
étranger (xénobiotique) : en 1931, le chimiste américain Arthur Fox découvre 
que la molécule sur laquelle il travaille, le phénylthiocarbamide (PTC4) a un 
goût très amer pour certaines personnes, alors qu’elle n’en a aucun pour 
d’autres, notamment pour lui-même (Fox, 1932). La même année, l’américain 
Snyder démontre que cette particularité se transmet selon un mode 
                                                 
3 Maladie provoquée par un déficit en homogentysate dioxygénase, enzyme impliquée dans 
le métabolisme de l’acide homogentisique, métabolite dérivé de la tyrosine 
4 Composé organique amer fabriqué par certaines plantes qui l’utilisent comme répulsif pour 
se protéger des herbivores. 
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mendélien récessif (Snyder, 1931). Les « non-goûteurs » ne possèdent pas le 
récepteur au PTC, codé par le gène TAS2R38 (Kim et al., 2003). Aujourd’hui, le 
test déterminant la sensibilité au PTC constitue l’un des tests génétiques les 
plus communs chez l'homme. 
Premiers exemples pharmacogénétique de variabilité interindividuelle dans 
la réponse aux médicaments  
Dans les années 1950, trois exemples ont démontré clairement l’existence de 
variations génétiquement déterminées dans l’activité d’enzymes étant à 
l’origine d’effets indésirables aux médicaments, comme Garrod l’avait prédit.  
Le premier concerne la primaquine, un antipaludique dont la consommation 
déclenchait des crises hémolytiques aiguës chez certains soldats d’origine 
africaine durant la Seconde Guerre Mondiale (CLAYMAN et al., 1952). Il a été 
démontré plus tard que cette réaction est due à un déficit en glucose-6-
phosphate déshydrogénase (G6PD), qui entraîne une destruction des 
globules rouges (ALVING et al., 1956). C’est cette même anomalie génétique 
qui est à l’origine du favisme décrit plusieurs siècles avant par Pythagore. 
Le second exemple concerne le déficit en pseudocholinestérases 
plasmatiques, découvert par Kalow en 1957. Ce déficit rare entraîne des 
réactions de paralysie prolongée après injection de succinylcholine (ou 
suxaméthonium), un curare dépolarisant utilisé en médecine anesthésique 
(KALOW and STARON, 1957). Il se transmet selon un mode autosomique 
récessif par mutation du gène BCHE (McGuire et al., 1989).  
Le dernier exemple, sans doute le plus connu, concerne l’isoniazide, 
molécule introduite en 1952 pour le traitement de la tuberculose, pour 
laquelle a été observé une incidence élevée de neuropathies périphériques 
comme réaction indésirable, du fait d’une accumulation dans l’organisme 
de certains patients de la forme non transformée de la molécule (Hughes et 
al., 1954). Ces patients, éliminant de façon moins efficace le médicament, 
sont alors appelés « inactivateurs lents » de l’isoniazide ; ils constituent une 
proportion non négligeable (environ 40 %) des patients traités avec ce 
médicament. Quelques années plus tard, Evans et White montrent que la 
plus faible vitesse d’élimination de ce médicament a pour origine une 
réduction de la vitesse de N-acétylation de la molécule active dans le foie 
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(Evans et White, 1964). Les inactivateurs deviennent alors les acétyleurs lents 
de l’isoniazide. Ce n’est que trente ans plus tard que le gène NAT2 est 
identifié comme le site du polymorphisme d’acétylation chez l’homme (Blum 
et al., 1991). 
Avènement de la pharmacogénétique en tant que discipline distincte 
Reconnaissant l’importance de ces découvertes, Arno Motulsky les relate 
pour la première fois en 1957 dans un article intitulé Drug reactions enzymes, 
and biochemical genetics, posant ainsi les fondations intellectuelles de la 
pharmacogénétique, qui devient alors une discipline à part entière 
(MOTULSKY, 1957). Le terme pharmacogénétique est inventé par l’allemand 
Friedrich Vogel en 1959 (Vogel, 1959). Werner Kalow publie en 1962 la 
première monographie exhaustive des couples médicaments/gènes connus 
en pharmacogénétique (Kalow, 1962). La première conférence 
internationale de pharmacogénétique se déroule en 1967 à l’Académie des 
sciences de New York. Les études de pharmacogénétique réalisées sur des 
jumeaux à partir de la fin des années 60 confirment l’hypothèse apportée par 
Garrod que les facteurs génétiques jouent un rôle majeur dans la variabilité 
de réponse aux médicaments (Vesell, 1978). 
 
Depuis, le champ de la pharmacogénétique s’est considérablement 
développé, comme l’atteste le nombre croissant, voire exponentiel, de 
publications qui y sont consacrées depuis une vingtaine d’années (Figure 
1.3). Le premier journal consacré à la pharmacogénétique est créé en 1991 
(Pharmacogenetics). Aujourd’hui, de très nombreux exemples de 
polymorphismes génétiques à l’origine de variations interindividuelles dans la 
réponse aux médicaments ont été rapportés. On compte à l’heure actuelle, 
plus de 2000 gènes annotés dans les bases de données de 
pharmacogénétique (Salari et al., 2012). Parmi les bases existantes, 
PharmGKB (pour Pharmacogenomics Knowledge Base) est la plus connue et 
la plus complète (Klein et al., 2001). Cependant il en existe de nombreuses 
autres, dont : CYP-allele database, NAT-allele database, PMT database, TP-
search database, UGT-allele database, PharmaADME (Sim et al., 2011), 
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PharmGED (Zheng et al., 2007), e-PKgene (Hachad et al., 2011), ou encore 
PACdb (Gamazon et al., 2010). 
De plus, le développement récent des technologies de génomique de 
nouvelle génération marque l’entrée dans l’ère de la pharmacogénomique, 
qui diffère de la pharmacogénétique en terme d’échelle (Encadré 1.4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1.
Number of PubMed citations (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed ) by date using the
keywords “pharmacogenetics,” “pharmacogenomics,” or “clinical pharmacogenetics.”
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Figure 1.3 | Nombre de publications contenant les termes « pharmacogenetics », 
« pharmacogenomics » et « clinical pharmacogenetics », tiré de (Scott, 2011). 
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Diffusion des connaissances en pharmacogénétique  
Différents efforts ont été entrepris pour favoriser une organisation et une 
diffusion des connaissances en pharmacogénétique, l’objectif étant de 
faciliter leur intégration aux données cliniques et biologiques traditionnelles 
afin d’optimiser les traitements en pratique médicale courante. Ainsi, en 2000 
a été créé aux États-Unis, avec le soutien du National Institute of Health (NIH), 
Encadré 1.4 l Distinction des termes pharmacogénétique / 
pharmacogénomique 
 
Depuis l’introduction du mot pharmacogénomique en 1997 (Marshall, 
1997), ces deux termes ont tendance à être employés de façon 
interchangeable, et aucune définition précise ne fait consensus à l’heure 
actuelle.  
 Généralement, la pharmacogénétique est considérée comme l'étude 
de l’influence du statut génétique sur la réponse aux médicaments. On 
la distingue de la pharmacogénomique qui désigne non pas l’étude 
des modifications de la séquence génétique, mais d’un point de vue 
plus vaste celle du profil d’expression des gènes impliqués dans la 
susceptibilité aux phénotypes de la réponse aux médicaments aux 
niveaux cellulaire, tissulaire, individuel, ou populationnel. Elle recouvre 
donc des niveaux d’analyse supérieurs à celui de l’ADN, en 
s’intéressant également à l’ARN et aux protéines. La 
pharmacogénomique recouvre alors le champ d’application des 
technologies de la génomique de nouvelle génération. 
 
 Certains associent à ces deux termes une différence d’échelle 
uniquement : la pharmacogénétique se réfère à l’étude d’un seul gène 
candidat tandis que la pharmacogénomique implique l’étude de 
nombreux gènes, voire du génome entier et de réseaux de gènes.  
 
 D’autres suggèrent que la pharmacogénomique concerne davantage 
le développement de nouveaux médicaments et la caractérisation des 
médicaments existants que la pharmacogénétique, plus centrée sur la 
compréhension de la variabilité de la réponse aux médicaments. 
 
 En cancérologie, la pharmacogénétique se réfère historiquement à des 
mutations germinales et la pharmacogénomique à des mutations 
somatiques dans l'ADN tumoral, conduisant à une modification de la 
réponse aux médicaments de chimiothérapie. 
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le Pharmacogenomics Research Network (PGRN), réseau national 
collaboratif de groupes scientifiques visant à mieux comprendre la façon 
dont le patrimoine génétique d’un individu influence sa réponse aux 
médicaments. Une base de données publique PharmGKB 
(http://www.pharmgkb.org) a également été mise en place qui collecte, 
annote, agrège, organise, et résume l’ensemble des connaissances 
disponibles concernant l’impact des variations génétiques sur la réponse aux 
médicaments, à destination des cliniciens et des chercheurs. La collaboration 
entre le PGRN et PharmGKB a conduit à la formation en 2009 du Clinical 
Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC), dont l’objectif majeur 
est de favoriser l’implémentation des tests pharmacogénétiques en routine 
clinique. Il émet des directives (guidelines) basées sur l’information 
génotypique, publiées dans le journal Clinical Pharmacology and 
Therapeutics et diffusées sur le site internet de PharmGKB. Ces directives sont 
conçues de telle sorte qu’elles contiennent, à travers un format standardisé, 
les informations nécessaires pour aider les cliniciens à mieux comprendre 
l’intérêt d’utiliser des tests pharmacogénétiques en vue d’optimiser les 
traitements médicamenteux et pour leur apporter une aide dans 
l’interprétation des résultats de ces tests. 
FDA labelling 
La FDA (Food and Drug Administration) a été la première autorité 
compétente à prendre position dès 2003, en mentionnant explicitement dans 
les résumés des caractéristiques du produit (RCP) la nécessité de réaliser des 
tests pharmacogénétiques avant l’utilisation de certains médicaments 
considérés comme « à risque » d’entraîner des effets indésirables graves voire 
mortels chez certains patients. En 2005, 40 % des médicaments approuvés par 
la FDA contiennent des informations pharmacogénétiques dans leur RCP 
(Figure 1.4). 
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Gènes d’intérêt majeur en pharmacogénétique 
La base de données PharmGKB distingue parmi les milliers de gènes 
découverts par les études de pharmacogénétique une cinquantaine de 
gènes présentant un intérêt majeur pour expliquer les différences de réponse 
aux médicaments entre les individus : les Very Important Pharmacogenes 
(VIP) (Figure 1.5).  
Ces gènes se répartissent en quatre grandes catégories : (1) les gènes 
codant pour les enzymes du métabolisme des médicaments ; (2) ceux 
Figure 1.4 | (A) Nombre de médicaments possédant un label pharmacogénétique 
approuvé par la FDA par décennie (tiré de Cordero rev 2012). (B) Part des 
médicaments approuvés contenant des informations pharmacogénétiques (en % 
du nombre total). Source :                                                            
                                             , 2006. 
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codant pour les transporteurs membranaires des médicaments ; (3) ceux 
codant pour les récepteurs ou sites « cibles » des médicaments et enfin (4) les 
gènes modificateurs qui affectent l’expression des gènes ou protéines 
impliqués dans les trois processus cités ci-dessus. 
 
Pour chacun de ces gènes VIP, la base de données PharmGKB fournit un 
résumé (le VIP summary) dans lequel sont récapitulées l’ensemble des 
connaissances pharmacogénétiques actuelles relatives à ce gène, incluant 
le détail des variations génétiques ayant été associées aux phénotypes de 
réponse aux médicaments.  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 1.5 | Liste des 50 gènes VIP (Very Important Pharmacogenes) annotés dans la 
base de données PharmGKB (www.pharmgkb.org) en mars 2014. 
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Possibilité d’implémentation rapide en clinique des connaissances 
pharmacogénétiques 
L’identification des variants génétiques jouant un rôle majeur dans la réponse 
aux médicaments est plus susceptible de conduire à des applications 
cliniques concrètes et immédiates que les variants impliqués dans la 
susceptibilité aux maladies communes (Goldstein et al., 2003). En effet, en 
comparaison aux maladies communes, il semble que certains phénotypes de 
la réponse aux médicaments soient déterminés par une composante 
génétique et physiologique plus simple. En conséquence, les associations 
avec les génotypes sous-jacents peuvent avoir une utilité diagnostique 
directe en clinique. Par exemple les thérapies médicamenteuses déjà 
existantes peuvent être améliorées grâce à l’usage de biomarqueurs 
génétiques permettant d’éviter la survenue des effets indésirables sévères ou 
de prédire l’efficacité thérapeutique. A l’inverse, les variants communs de 
prédisposition aux maladies complexes ont le plus souvent une valeur 
prédictive faible, et si leur identification peut permettre d’indiquer une 
nouvelle cible thérapeutique potentielle, il faut un certain temps pour 
développer de nouvelles molécules thérapeutiques capables d’agir sur ces 
cibles.  
 
3.2 Méthodes de la pharmacogénétique 
Les phénotypes de la réponse aux médicaments sont le plus souvent des 
traits quantitatifs, déterminés par de multiples facteurs génétiques et 
environnementaux. Les mêmes méthodes que celles utilisées en génétique 
pour élucider la base génétique des traits multifactoriels sont donc 
employées pour identifier les variants d’intérêt en pharmacogénétique. En 
revanche, il est à noter que les analyses d’association génétique conduites 
sur des populations d’individus non apparentés (constituées par exemple de 
répondeurs et de non répondeurs à un traitement médicamenteux) sont 
beaucoup plus couramment utilisées, compte tenu de la difficulté de 
disposer de phénotypes liés à la réponse aux médicaments chez les différents 
membres d’une famille. Cela est surtout vrai pour certains médicaments, 
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comme les molécules utilisées en chimiothérapie anticancéreuse, qui sont 
rarement administrés à plusieurs membres d’une même famille.  
Dans le cadre de ces études d’association génétique, et à l’instar des études 
visant à identifier les gènes impliqués dans les maladies complexes, deux 
grands types d’approches sont employés pour identifier les variants d’intérêt 
en pharmacogénétique :  
- L’approche gène candidat, qui consiste à rechercher et analyser les 
variants génétiques dans des gènes dont la fonction pourrait jouer un rôle 
dans la détermination du trait étudié ;  
- La stratégie génome entier qui est une approche « agnostique » sans 
hypothèse préalable sur les gènes d’intérêt, permettant de découvrir la 
fonction de nouveaux gènes.  
Études gènes candidats  
Les facteurs génétiques impliqués dans les phénotypes de la réponse aux 
médicaments ont d’abord été recherchés par des études gènes candidats. 
Ces études ont globalement conduit à de meilleurs résultats en 
pharmacogénétique que dans le cas des maladies complexes, 
probablement parce que l’on disposait le plus souvent de meilleurs 
candidats. En effet, les principales enzymes impliquées dans le métabolisme 
d’un médicament et les principales cibles pharmacologiques de ce dernier 
sont bien souvent connues, permettant de disposer de gènes candidats 
évidents qui se sont souvent avérés être effectivement des déterminants 
importants de la réponse au médicament étudié. Ces études ont ainsi permis 
d’identifier de nombreux gènes d’intérêt majeur en pharmacogénétique, 
conduisant parfois au développement de tests pharmacogénétiques 
d’utilisation courante en pratique clinique. Citons par exemple le cas des 
gènes TPMT, UGT1A1 et VKORC1. 
Le portage d’un ou plusieurs des allèles TPMT*2 et *3 entraîne une perte de 
fonction du gène TPMT et un déficit enzymatique en thiopurine S-
méthyltransférase, augmentant alors le risque d’aplasie médullaire dans les 
traitements par les thiopurines telles que l’azathioprine, la 6-mercaptopurine, 
ou la 6-thioguanine. Ces molécules antimétaboliques sont utilisées pour leurs 
propriétés immunosuppressives dans les transplantations d’organes et les 
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maladies auto-immunes et pour leurs propriétés cytotoxiques dans certaines 
leucémies. Ce biomarqueur a fait l’objet de la toute première directive du 
CPIC, recommandant aux médecins l’usage du test de génotypage et les 
aidant à interpréter son résultat (Relling et al., 2011, 2013). 
Les sujets porteurs à l’état homozygote de l’allèle UGT1A1*28 du gène 
UGT1A1 codant pour l’uridine diphosphate glucuronosyltransférase 1A, sont à 
risque accru de neutropénie lors d’un traitement par l’irinotécan, agent 
antinéoplasique utilisé dans la prise en charge des cancers colorectaux 
(Innocenti et al., 2009). 
Les anticoagulants oraux de type antivitamine K (AVK) disposent dorénavant 
de tests pharmacogénétiques intégrant le statut génétique des deux gènes 
CYP2C9 et VKORC1, permettant d’adapter les posologies initiales d’AVK à 
administrer au patient. Les algorithmes pharmacogénétiques de calcul de la 
dose testent la présence des allèles CYP2C9*2 et CYP2C9*3 (associés à des 
niveaux de métabolisme abaissés du CYP2C9) et du variant fonctionnel 
rs9923231 du gène VKORC1 (qui confère une sensibilité augmentée aux AVK) 
(cf. partie 2) (Johnson et al., 2011).  
 
Bien que les études gène candidat aient permis d’améliorer notre 
compréhension de la base génétique de la variabilité de réponse aux 
médicaments, elles se sont essentiellement focalisées sur les gènes impliqués 
dans le métabolisme des médicaments ou ceux codant pour les cibles 
pharmacologiques (récepteurs ou enzymes), ne permettant d’explorer 
qu’une partie de cette composante génétique. Les phénomènes de 
survenue d’effets indésirables sont particulièrement concernés puisqu’ils font 
intervenir des gènes impliqués dans un grand nombre de réactions 
physiologiques, impliquant notamment les fonctions immunitaires et 
mitochondriales (Daly, 2010). Citons par exemple l’implication des gènes HLA 
dans les réactions d’hypersensibilité à certains médicaments, comme l’allèle 
HLA-B*5701 avec l’abacavir (Mallal et al., 2002). 
Études d’association pangénomiques (GWAS) 
Une alternative à ce problème est apportée par les études d’association 
pangénomiques (Genome Wide Association Studies GWAS) qui permettent 
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d’analyser l’ensemble du génome sans poser d’hypothèse a priori sur les 
gènes en cause dans le phénotype et d’explorer l’effet de plusieurs gènes sur 
un même phénotype.  
Cette approche s’est révélée être puissante, car elle a permis de détecter de 
nombreuses associations significatives à l’échelle du génome entier, qui sont 
aujourd’hui utiles en clinique. Citons par exemple, parmi les GWAS étudiant 
les phénotypes de toxicité médicamenteuse, la découverte de l’association 
du gène de transport hépatique SLCO1B1 (solute carrier organic anion 
transporter family, member 1B1) avec un risque augmenté de myopathies 
induites par les statines, molécules fréquemment utilisées dans le traitement 
de l’hypercholestérolémie (SEARCH Collaborative Group et al., 2008). Un 
variant non synonyme rs4149056 (définissant l’allèle SLCO1B1*5) cause une 
réduction de la fonction de transport hépatique de ces molécules (Iwai et al., 
2004). Les individus homozygotes pour ce variant sont plus à risque de 
développer des atteintes musculaires graves voire mortelles. Ce résultat a 
conduit à une modification du label de la FDA et une directive du CPIC 
recommandant de tester la présence de ce variant génétique avant de 
démarrer une thérapie par simvastatine, afin d’adapter le dosage du 
médicament et le suivi clinique et biologique de la fonction musculaire du 
patient (Wilke et al., 2012). Un autre exemple est la découverte de 
l’association du variant non synonyme rs4244285, définissant l’allèle 
CYP2C19*2, dans la survenue d’évènements cardiovasculaires indésirables 
sévères lors d’un traitement par clopidogrel, un antiplaquettaire (Mega et al., 
2010; Shuldiner et al., 2009). Cette association a donné lieu à une directive du 
CPIC recommandant l’usage du test de génotypage, pour guider le choix de 
la molécule à administrer au patient (Scott et al., 2011).  
 
De manière intéressante, certaines études ont détecté des variants 
pharmacogénétiques ayant des effets particulièrement forts (odds ratios 
élevés), résultat qui contraste avec ceux des GWAS consacrées aux maladies 
complexes (Meyer et al., 2013). Cette différence marquée suggère qu’il 
existe des différences entre les déterminants génétiques des traits 
pharmacogénétiques et ceux des maladies complexes, les variants 
pharmacogénétiques étant associés aux phénotypes d’intérêt avec des 
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odds ratios globalement plus élevés, ce qui facilite leur identification (Meyer 
et al., 2013). Toutefois cette observation n’est pas généralisable à l’ensemble 
des études GWAS consacrées aux phénotypes de la réponse aux 
médicaments, qui n’ont parfois rien détecté, ce qui s’explique notamment 
par le fait qu’elles font face à des problèmes différents de ceux des GWAS 
consacrées aux maladies complexes (Encadré 1.5). 
 
 
La puissance des études GWAS est néanmoins limitée par les puces de 
génotypage employées, qui ne fournissent pas une couverture du génome 
homogène et suffisante pour capturer toute la variabilité du génome, en 
particulier pour les populations africaines, caractérisées par une plus grande 
diversité génétique et de plus faibles niveaux de déséquilibre de liaison (Teo 
et al., 2010). En conséquence, si les GWAS représentent une bonne approche 
pour localiser les gènes d’intérêt, l’identification des variants causaux doit 
passer dans un second temps par des études de séquençage. Ce problème 
est particulièrement vrai pour les gènes de la réponse aux médicaments dont 
la variation est mal représentée dans les puces utilisées dans les GWAS de 
Encadré 1.5 l Difficultés rencontrées dans les GWAS en 
pharmacogénétique 
 
Les GWAS en pharmacogénétique rencontrent des difficultés spécifiques 
liées à : 
 La difficulté de constituer des échantillons de grande taille : les 
patients non répondeurs à un médicament étant moins fréquents que 
les répondeurs, et l’incidence des effets indésirables faibles. 
 La complexité de la caractérisation précise du phénotype, qui requiert 
une définition clinique claire de la réponse aux médicaments. 
 Les GWAS en pharmacogénétique sont souvent réalisées lors d’essais 
cliniques, longs et coûteux à mettre en place. Il est alors plus difficile 
de procéder à des études de réplication, du fait des obstacles 
financiers et parfois éthiques pour la constitution de l’échantillon. 
 La puissance de détection des variants génétiques est restreinte aux 
variants ayant un effet fort du fait des tailles d’échantillons limitées. Il 
est probable que des effets plus modérés voire faibles, comme ceux 
observés dans les maladies complexes, seraient détectés avec de plus 
grands échantillons. 
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pharmacogénétique, y compris les plus denses (Gamazon et al., 2012). 
Différentes raisons sont à l’origine de ce constat : 
- D’une part parce qu’elles ne permettent pas d’avoir accès aux variants 
rares et peu fréquents qui, bien que mal explorés encore, sont susceptibles 
d’avoir des effets importants sur les phénotypes de la pharmacogénétique 
(Cordero and Ashley, 2012). En effet une étude récente a montré que des 
variants rares dans le gène SLCO1B1 ont des effets plus importants sur la 
clairance du méthotrexate que des variants communs (Ramsey et al., 2012). Il 
a également été montré que les variants rares ayant un fort potentiel 
délétère sont très nombreux dans les gènes codant pour les récepteurs des 
médicaments (Nelson et al., 2012). 
- D’autre part parce que les gènes de la réponse aux médicaments sont 
parfois localisés dans des régions du génome chevauchées par la présence 
de variants structuraux (comme les CNVs (Copy Number Variations) et les 
insertions, délétions, etc.) qui, en l’absence de données de séquençage, 
limitent la possibilité de détection de la variabilité de ces gènes (Gamazon et 
al., 2011). C’est par exemple le cas du gène SULT1A1 qui possède un CNV 
important sur le plan fonctionnel (Hebbring et al., 2008), du gène CYP2D6 et 
des gènes de la famille GST (GSTT1 et GSTM1) qui en possèdent plusieurs 
(Johansson and Ingelman-Sundberg, 2008).  
- Enfin parce que certains gènes sont situées dans des régions présentant une 
grande homologie avec d’autres régions du génome, comme les gènes de 
la superfamille des cytochromes P450, ce qui complique leur étude par les 
méthodes GWAS. 
L’avènement des données de séquençage génome entier peut permettre 
de pallier aux difficultés rencontrées par les études utilisant des données de 
génotypage. Elles présentent l’avantage, nous le verrons dans le chapitre 2, 
de donner accès à l’exhaustivité de la variabilité du génome humain 
(incluant les variants rares et peu fréquents), sans biais de découverte des 
variants génétiques dans certaines populations du monde. 
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4. Variabilité inter-populationnelle de la réponse aux 
médicaments 
Werner Kalow a été le premier, dans son article Ethnic differences in drug 
metabolism publié en 1982, à attirer l’attention sur l’existence d’une 
hétérogénéité de réponse entre les populations humaines aux traitements 
médicamenteux (Kalow, 1982). Depuis, de multiples exemples de différences 
de réponse aux médicaments entre individus de différentes origines 
ethniques ont été rapportés dans la littérature, qu’il s’agisse de différences 
dans l’efficacité des médicaments ou dans l’incidence de leurs effets 
indésirables. Il est désormais admis que les facteurs populationnels jouent un 
rôle important dans la variabilité de réponse aux médicaments.  
 
4.1 Exemples de médicaments dont la réponse présente une variabilité inter-
populationnelle  
Un grand nombre de médicaments couramment utilisés en pratique 
médicale pour le traitement de nombreuses maladies communes présentent 
une variabilité inter-populationnelle dans la réponse thérapeutique, qui peut 
se traduire en termes de : 
- toxicité différentielle : c’est le cas par exemple pour la carbamazépine, 
utilisée dans le traitement de l’épilepsie, qui est le principal médicament 
inducteur des réactions cutanées sévères dont le syndrome de Stevens-
Johnson (Chung et al., 2010). L’incidence de ces effets indésirables graves 
dus à ce médicament varie entre les populations humaines : ils sont 
notamment trois fois plus fréquents en Asie qu’en Europe (Chung et al., 
2010). Cette différence s’explique en partie par la différence de 
fréquence de l’allèle HLA-B*1502 entre les populations humaines, 
fortement associé à ces réactions toxiques (Chung et al., 2004). Nous 
pouvons également citer la variabilité inter-populationnelle dans le taux 
de survenue d’effets indésirables liés à la toxicité de certains agents 
anticancéreux (tels que l’anthracycline, le cisplatine et le fluorouracile) 
plus élevés dans les populations africaines que dans les populations 
européennes (Aminkeng et al., 2014). De plus, des taux de toxicité plus 
Chapitre 1 – Variabilité de réponse aux médicaments et pharmacogénétique 
 40 
faibles en réponse à différentes molécules (fluorouracile, leucovorine, 
oxaliplatine et irinotécan) utilisées dans le traitement du cancer colorectal 
ont été observés chez des individus d’origine asiatique en comparaison à 
des individus d’origine européenne (Loh et al., 2013).  
- d’efficacité différentielle : c’est le cas par exemple du tacrolimus, indiqué 
dans la prévention du rejet de greffe en transplantation d’organes, qui 
requiert chez les patients Africains-Américains des doses plus élevées que 
les patients d’origine européenne et hispanique pour obtenir la même 
efficacité (Mancinelli et al., 2001). Cette différence s’explique par une 
biodisponibilité orale réduite de ce médicament chez ses patients, 
entraînant une réduction des concentrations plasmatiques (Mancinelli et 
al., 2001). Cette variabilité pharmacocinétique est sans doute reliée à des 
différences dans l’expression de la glycoprotéine de transport P-gp et du 
cytochrome CYP3A4 qui prennent en charge ce médicament dans 
l’organisme (Yasuda et al., 2008). Des variants génétiques situés dans les 
deux gènes codant pour ces protéines (respectivement ABCB1 et CYP3A4) 
présentent une distribution hétérogène entre les populations humaines 
(Kim et al., 2012; Li et al., 2011), comme nous le verrons dans la partie 3. Un 
autre exemple est la warfarine, un AVK couramment utilisé dans le 
traitement des pathologies thrombotiques, pour laquelle des différences 
pharmacodynamiques sont à l’origine d’une importante variabilité de 
réponse entre les populations humaines. En effet, des doses moyennes 
quotidiennes de warfarine de 6 mg pour les individus Africains-Américains, 
5 mg pour les Européens, et 3,5 mg pour les Asiatiques sont requises pour 
obtenir le même degré d’anticoagulation (Schelleman et al., 2008). Par 
ailleurs, une variabilité de réponse aux bêta-bloquants utilisés dans le 
traitement de l’hypertension artérielle, dont le propranolol (Venter and 
Joubert, 1984), le métoprolol (Rutledge et al., 1989) et l’aténolol (Materson 
et al., 1993), a été observée chez des patients d’origine européenne et 
africaine. Étant donné que cette variabilité de sensibilité à ces 
médicaments se manifeste à concentrations plasmatiques égales, il est 
possible qu’elle soit causée par des facteurs pharmacodynamiques, tel 
qu’une variation de la densité en récepteurs bêta-adrénergiques (Wood, 
1998).  
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Entre 2005 et 2007, 50 % des nouvelles molécules approuvées par la FDA ont 
bénéficié d’un label pharmacogénétique intégrant l’information sur l’origine 
ethnique du patient (Yasuda et al., 2008).  
Le cas du BiDil®  
En juin 2005, la FDA, délivrait une surprenante autorisation de mise sur le 
marché d’un premier médicament « ethnique », le BiDil®, qui déclencha un 
tollé général dans la communauté scientifique et médicale. Composé de 
deux molécules couramment utilisées dans le traitement de l’insuffisance 
cardiaque (chlorhydrate d’hydralazine et dinitrate d’isosorbide), ce 
médicament avait d’abord été jugé inefficace sur un échantillon de patients 
choisis dans l’ensemble de la population américaine (Cohn et al., 1991). Un 
nouvel essai clinique, effectué cette fois exclusivement sur un échantillon de 
patients Africains-Américains révélait, en revanche, une certaine efficacité, 
réduisant la mortalité de 43 % et l’hospitalisation de 39 % quand il était pris en 
combinaison avec une thérapie standard (Taylor et al., 2004). Au vu des 
résultats de cette étude, la FDA, délivrait son autorisation, pour le traitement 
de ce segment particulier de la population américaine, les noirs originaires 
d’Afrique. Pour la FDA, l’approbation du BiDil® constitue ainsi un « pas vers les 
promesses de la médecine personnalisée ». Les enjeux d’une telle décision 
sont extrêmement conséquents car elle sous-entend une reconnaissance 
officielle d’une logique raciale de la médecine et de la thérapeutique, et 
promeut l’idée que les différences « raciales » en matière de santé sont 
essentiellement attribuables à des causes biologiques (Duster, 2007). Il n’y a 
en effet aucune raison de supposer a priori que les différences observées sont 
dues à des facteurs biologiques et génétiques et non à des facteurs socio-
culturels. Si les auteurs avaient pu démontrer l’implication de facteurs 
génétiques, leur identification dans le génome aurait pu permettre le 
développement de tests génétiques permettant de conditionner la 
prescription de ce médicament à la présence des variants recherchés au 
niveau individuel, plutôt que sur la seule base de l’origine ethnique. N’ayant 
été testé que chez des patients Africains-Américains, on ne peut pas exclure 
en effet l’efficacité de ce médicament chez des sujets d’autres origines 
ethniques (Bloche, 2006). Par ailleurs il ne tient pas compte de l’importante 
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diversité « inter-raciale » génétique, retrouvée particulièrement chez les 
individus d’origine africaine (Hoover, 2007; Pena, 2011), ni du fait que la 
définition de l’identité ethnique ou raciale d’un individu n’est ni clairement 
définie et standardisée, ni fiable, à tel point que l’auto-identification de 
l’appartenance ethnique des individus peu varier dans le temps (Krimsky, 
2012). Par manque de preuves cliniques réelles que le médicament 
fonctionnait mieux sur les Africains-Américains, il a été retiré du marché.  
L’exemple du BiDil® illustre bien le fait qu‘une médecine et une thérapeutique 
uniquement fondées sur des différences ethniques entre les individus, ne sont 
ni pertinentes ni valides pour traiter de façon adaptée les différences de 
réponse aux médicaments observées entre les populations humaines. Certes, 
l’origine ethnique d’un individu peut donner une indication sur sa probabilité 
de répondre favorablement à un médicament, mais elle ne peut en aucun 
cas le prédire de façon certaine (Holm, 2008; Pena, 2011).  
 
4.2 Sources de la variabilité inter-populationnelle dans la réponse aux 
médicaments  
L’origine ethnique n’est donc qu’un indicateur imprécis et inefficace de la 
réponse aux médicaments, et ne permet pas de guider sans risque la 
prescription de traitements médicamenteux. En effet, il est important de tenir 
compte de l’ensemble des facteurs intervenant dans la variabilité de 
réponse aux médicaments entre les populations humaines, telles que les 
différences socio-économiques et culturelles. A l’instar de la variabilité 
interindividuelle de réponse aux thérapies médicamenteuses, cette 
composante inter-populationnelle peut être déterminée par des facteurs non 
génétiques et génétiques, avec un rôle particulièrement important des 
variables agissant au niveau populationnel. 
Facteurs non génétiques 
Un certain nombre de comportements socio-culturels et de facteurs 
environnementaux spécifiques de populations comme le mode de vie, les 
habitudes alimentaires locales, la consommation de tabac et/ou d’alcool, le 
recours à des techniques de médecines traditionnelles et de suppléments à 
base de plantes, la présence d’une molécule dans l’environnement 
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chimique d’une population, peuvent influer sur la pharmacocinétique 
(biodisponibilité et métabolisme) et/ou la pharmacodynamie (compétition 
au niveau des récepteurs par exemple) des médicaments (Huang and 
Temple, 2008; Yasuda et al., 2008). Des différences entre populations peuvent 
également être liées à des disparités dans le système de soin. Ces dernières 
sont retrouvées à trois niveaux distincts (Alicea-Alvarez et al., 2013) :  
(1) au niveau national, elles concernent l’organisation du système de santé 
du pays (couverture universelle), les conditions socioéconomiques des 
individus (influant par exemple sur l’accès à des assurances privées), 
l’éducation thérapeutique des populations et les différences de disponibilité 
de certains médicaments et de doses autorisées pour une même molécule 
entre les pays (Huang and Temple, 2008; Saijo, 2013). 
(2) au niveau de la prescription, qui peut être déterminée par des facteurs 
culturels (pratiques médicales spécifiques de populations, habitudes de 
prescriptions), mais aussi par la connaissance personnelle du médecin des 
recommandations existantes et son choix à les suivre.  
(3) au niveau du patient, dont l’adhérence au traitement peut être modulée 
par des facteurs culturels, voire religieux, tels que le langage, les 
comportements, les systèmes de croyances, l’existence de remèdes 
populaires,... 
Facteurs génétiques 
La répartition inégale des variants pharmacogénétiques entre populations 
humaines peut également conduire à des différences marquées dans la 
réponse aux médicaments (Yasuda et al., 2008). Celle-ci peut résulter de 
processus non sélectifs, comme la dérive génétique, les effets fondateurs ou 
les migrations. Il a été montré par exemple que l’intense processus de dérive 
génétique qui a affecté certaines populations finlandaises (du fait d’effets 
fondateurs qui ont eu lieu durant la colonisation de la Finlande et de petites 
tailles efficaces de populations) a généré une différenciation génétique non 
négligeable pour les gènes codant pour les cytochromes de la famille CYP2C 
entre les différentes populations au sein d’un même pays (Sistonen et al., 
2009). 
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Il peut également s’agir de processus sélectifs, avec une action ciblée de la 
sélection naturelle sur certains gènes de la réponse aux xénobiotiques dans 
des populations particulières. En effet, du fait de leur rôle de médiateurs entre 
l’organisme et l’environnement, les gènes de la réponse aux xénobiotiques 
sont susceptibles de faire l’objet de pressions de sélection naturelle afin de 
permettre l’adaptation des populations humaines à des environnements 
chimiques variables dans le temps et dans l’espace. En modifiant le profil de 
diversité génétique des gènes ciblés par les pressions de sélection dans la ou 
les population(s) concernée(s), ces événements sélectifs ont pu contribuer à 
augmenter le niveau de différenciation géographique de certains variants 
intervenant dans la réponse aux xénobiotiques, dont font partie les 
médicaments. Aujourd’hui, cette différenciation inter-populationnelle peut se 
traduire par des différences dans les phénotypes de réponse aux 
médicaments entre les populations humaines (Li et al., 2011). Les processus 
sélectifs mis en jeu ainsi que les signatures qu’ils laissent dans le génome 
seront expliqués en détail dans le chapitre 2 de cette partie 1. 
 
4.3 Les conséquences de cette variabilité 
Pour de nombreux variants d’intérêt en pharmacogénétique, une distribution 
hétérogène entre les populations humaines a été décrite, pouvant se 
traduire par des différences dans les phénotypes de réponse aux 
médicaments, aussi bien en terme d’efficacité thérapeutique que de 
survenue de réactions indésirables. Ces variants peuvent être situés dans les 
gènes impliqués à tous les niveaux de la réponse aux médicaments 
(métabolisme, transport, récepteurs cibles, système HLA...). Citons par 
exemple : 
- Métabolisme de phase I : Le CYP2D6 est impliqué dans le métabolisme de 
plus de 200 médicaments, avec une variabilité dans la réponse qui peut 
varier d’un facteur 200 (Zanger and Schwab, 2013; Zanger et al., 2004). Les 
allèles de CYP2D6 conférant un phénotype de métaboliseur lent présentent 
une répartition mondiale très inégale : par exemple, l’allèle CYP2D6*17 est 
retrouvé presque exclusivement dans les populations africaines, à des 
fréquences variables au sein de ces populations (9-34 %). L’allèle CYP2D6*10 
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est observé à des fréquences élevées dans les populations asiatiques et 
faibles dans les populations européennes et africaines, tandis que l’allèle 
CYP2D6*4 est principalement retrouvé dans les populations d’origine 
européenne (Man et al., 2010) (Xie et al., 2001).  
- Métabolisme de phase II : les allèles non fonctionnels de TPMT affichent une 
distribution hétérogène entre les populations humaines : l’allèle TPMT*2 est 
surtout retrouvé dans les populations africaines, l’allèle TPMT*3A dans les 
populations européennes, TPMT*3C dans les populations africaines et 
coréennes (Man et al., 2010). 
- Transport : l’allèle perte de fonction SLCO1B1*5, associé au risque de 
myopathies induites par les statines, est fréquemment retrouvé dans les 
populations européennes et asiatiques mais très peu dans les populations 
africaines (Man et al., 2010). 
- Pharmacodynamie : L’importante disparité de réponse aux bêta-bloquants 
entre les patients de d’origine ethnique différente (Materson et al., 1993) 
pourrait s’expliquer en partie par la distribution hétérogène entre les 
populations humaines de variants fonctionnels situés dans les gènes codant 
pour les récepteurs adrénergiques ß1et ß2 (Muszkat, 2007). 
- Gènes du système HLA : l’allèle HLA-B*1502 est considéré comme un 
prédicteur fiable des réactions d’hypersensibilité graves (pouvant mener à 
des effets cutanés sévères comme le syndrome de Lyell ou de Stevens-
Johnson) induites par la carbamazépine, un épileptique (Chung et al., 2004). 
Alors que la prévalence de cet allèle est très faible dans les populations 
européennes et africaines, il est retrouvé plus fréquemment (environ 10 %) 
dans de nombreuses populations d’Asie (Chine, Singapour, Malaisie, 
Indonésie, Philippines, Inde, Thaïlande, et Vietnam (Franciotta et al., 2009, 
Ferrell and McLeod, 2008). Depuis fin 2007, la FDA recommande l’usage d’un 
test de génotypage pour l’allèle HLA-B*1502 chez les individus originaires de 
populations asiatiques avant d’initier un traitement par la carbamazépine 
(Ferrell and McLeod, 2008). Si le test révèle qu’ils sont porteurs de cet allèle, 
cette molécule doit être évitée. 
Chapitre 1 – Variabilité de réponse aux médicaments et pharmacogénétique 
 46 
4.4 De l’importance de connaître la diversité pharmacogénétique des 
populations humaines 
Insistons sur le fait que, comme évoqué dans l’exemple du BiDil®, le critère de 
l’origine ethnique pour optimiser les traitements médicamenteux n’est pas 
suffisamment fiable et précis pour servir de substitut au génotype de l’individu 
(Yen-Revollo et al., 2008). En effet, différentes études ont montré que les 
grands groupes habituellement considérés pour distinguer les individus selon 
leur origine ethnique (par exemple, les africains, européens, asiatiques, ou 
hispaniques) ne permettent pas de fournir une description efficace de la 
distribution des polymorphismes des gènes de la réponse aux médicaments, 
aussi bien à une échelle continentale (Wilson et al., 2001) que nationale 
(Suarez-Kurtz et al., 2012d). Il est donc nécessaire d’inférer correctement et 
précisément la structure génétique des populations pour les gènes impliqués 
dans la réponse aux médicaments afin de définir le niveau approprié de 
regroupement génétique des populations en sous-groupes génétiquement 
homogènes pour la réponse clinique aux médicaments. Cela ne peut se faire 
sans la description de la distribution des variants de la pharmacogénétique 
dans les populations humaines à une échelle géographique fine. 
 
Les données de populations en pharmacogénétique peuvent néanmoins 
avoir une utilité à différents niveaux pour guider les autorités compétentes 
dans la formulation de leurs directives visant à améliorer la prise en charge 
thérapeutique et lutter contre la iatrogénie médicamenteuse (Ramos et al., 
2013). Elles peuvent permettre par exemple de : 
- Recommander l’usage des tests pharmacogénétiques à certains individus 
d’une origine ethnique particulière. Par exemple la FDA préconise de tester 
l’allèle HLA-B*1502, qui augmente le risque de toxicité cutanée par la 
carbamazépine, uniquement chez les individus d’origine asiatique, ce variant 
étant principalement retrouvé dans les populations d’Asie (Ferrell and 
McLeod, 2008). 
- Guider le choix des variants génétiques à inclure dans les tests 
pharmacogénétiques en fonction de la population concernée. En effet, 
l’amélioration de la puissance des algorithmes pharmacogénétiques pourrait 
être augmentée dans certaines populations par l’ajout de variants 
Partie 1 – Introduction à la pharmacogénétique et à la génétique des populations  
 47 
génétiques principalement observés dans ces populations. Donnons 
l’exemple des algorithmes de prédiction de la dose thérapeutique de 
warfarine, un anticoagulant oral de type antivitamine K (AVK). La plus faible 
performance de ces derniers dans les populations d’origine africaine (Limdi 
et al., 2008a, 2010) s’explique notamment par la fréquence plus faible en 
Afrique des principaux variants génétiques inclus dans les modèles de 
prédiction (Ross et al., 2010), à savoir les variants rs179983, rs1057910 et 
rs9923231 situés dans les gènes CYP2C9 et VKORC1 (vitamin K epoxide 
reductase complex, subunit 1), qui affectent respectivement la 
pharmacocinétique et la pharmacodynamie des AVK (Takahashi et al., 
2006)5. Récemment, il a été découvert que l’inclusion du variant rs12777823, 
situé dans le cluster CYP2C, augmentait de 5 % la puissance de l’algorithme 
élaboré par le IWPC (International Warfarin Pharmacogenetics Consortium) 
chez des individus Africains-Américains (Perera et al., 2013). Or, ce variant 
n’est pas retrouvé associé avec la réponse à cette molécule chez des 
individus d’origine européenne, japonaise, ou égyptienne (Perera et al., 
2013). Il a également été montré que l’inclusion du variant rs2108622 de 
CYP4F2 augmentait la performance des algorithmes pharmacogénétiques 
de prédiction de la dose de warfarine dans une population chinoise (Liu et 
al., 2012b), et non dans une autre composée d’individus d’origine ethnique 
diverse (Lubitz et al., 2010). Cette différence s’explique par la différence de 
fréquence de l’allèle dérivé de ce variant entre l’Asie et les autres continents 
(cf. Figure 2.5).  
- Éclairer les politiques nationales sur l’utilité et l’impact clinique attendu de 
certains tests pharmacogénétiques en fonction des principaux groupes 
ethniques d’un pays. Par exemple, la Health Sciences Authority (HSA) de 
Singapour a mesuré les différences de risque de neutropénie induite par 
l’irinotécan dues à une hétérogénéité de distribution des allèles UGT1A1*6 et 
*28 entre les principaux groupes ethniques présents à Singapour (Chinois, 
Malais et Indiens) (Sung et al., 2011). En observant également que ce risque 
était augmenté chez ces trois groupes ethniques par rapport aux populations 
d’origine européenne, une demande de révision de la notice de l’irinotécan 
par le fabricant a été formulée. 
                                                 
5 Pour plus de détails, voir la partie 2. 
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Ces données peuvent également être utiles pour tenir compte de la structure 
génétique des populations dans les études d’association en 
pharmacogénétique, où des faux signaux d’association avec le phénotype 
d’intérêt peuvent être détectés du fait de la présence d’une stratification de 
population (Delser and Fuselli, 2013).  
 
L’optimisation de la stratégie thérapeutique ne peut donc se faire sans tenir 
compte de cette composante inter-populationnelle dans la variabilité de la 
réponse aux médicaments. De nombreux facteurs, aussi bien extrinsèques 
qu’intrinsèques, interviennent dans cette variabilité (Huang and Temple, 
2008). Si l’on peut démontrer que des facteurs génétiques sont en cause, 
l’approche préconisée en pharmacogénétique consiste à les rechercher 
dans le génome, en mettant en œuvre des études de type GWAS par 
exemple. Une fois identifiés, le ou les variant(s) en cause peuvent alors faire 
l’objet d’un test génétique individuel utilisé en pratique médicale, permettant 
d’adapter le traitement médicamenteux en fonction de la présence de ce 
ou ces variant(s). Il peut également être utile d’étudier la distribution dans les 
populations humaines de variants fonctionnels connus en 
pharmacogénétique. Les variants présentant un profil de différenciation 
géographique particulièrement marqué pourront faire l’objet d’une attention 
particulière, du fait des différences de réponse à certains médicaments qu’ils 
sont susceptibles d’entraîner, aussi bien en termes d’efficacité que de 
toxicité. C’est par exemple le cas de nombreux variants situés dans les gènes 
codant pour les CYP450, dont la distribution hétérogène dans les populations 
humaines explique une partie de la variabilité inter-populationnelle observée 
au niveau des phénotypes métaboliques pour un grand nombre de 
molécules importantes en clinique (McGraw and Waller, 2012). Différentes 
mesures pourront alors être adoptées au niveau national ou régional pour 
adapter le choix de la molécule et/ou de la posologie en fonction de la 
population, ou encore pour recommander ou non l’identification de certains 
variants génétiques dans le cadre d’un test de génotypage. Cette 
problématique sera développée dans la partie 3 de cette thèse.  
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Chapitre 2 
 
Apport de la génétique des populations à 
la pharmacogénétique 
 
 
1. Introduction au génome humain  
1.1 Rappel sur la variabilité du génome humain 
En 1953 a eu lieu la célèbre proposition de la structure de l’acide 
désoxyribonucléique (ADN) par Watson & Crick (WATSON and CRICK, 1953). 
Sur la base de cette découverte marquante, la génétique et la biologie 
moléculaire ont pris leur essor et ont abouti, 50 ans plus tard, au déchiffrage 
des séquences complètes d’ADN (l’enchaînement exact des nucléotides) 
notamment celle de l’homme, dont la séquence brute est parue en 2001 
(Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). 
Organisation du génome humain 
Le génome humain est le support de l’hérédité génétique des traits 
biologiques et contient l’ensemble des informations nécessaires au 
développement et fonctionnement d’un être humain. Il est codé par l’ADN 
nucléaire (3,1 milliards de paires de bases - pb), divisé en 23 paires de 
chromosomes (l’homme est une espèce diploïde), fournissant la grande 
majorité de l’information génétique, et par le petit ADN mitochondrial (16 600 
pb).  
La molécule d’ADN a une structure spatiale en « double hélice » dans 
laquelle deux longues chaînes d’acides nucléiques, composées d’un 
assemblage de nucléotides, sont reliées par des ponts hydrogènes 
spécifiques. Il existe quatre types de bases composant les nucléotides : 
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l’adénine (A), la guanine (G), la cytosine (C) et la thymine (T), qui s’apparient 
de façon complémentaire : ainsi l’adénine établit des liaisons hydrogènes 
avec la thymine et la cytosine avec la guanine. 
Il est aujourd’hui possible d’avoir une représentation globale de la structure 
du génome humain depuis le succès, 12 années après son lancement en 
1989, du projet de séquençage complet de l’ADN du génome humain 
(Lander et al., 2001). L’ADN nucléaire humain compte deux fois trois milliards 
de paires de bases. On distingue les séquences codantes, qui peuvent être 
transcrites en ARN puis traduites en protéines, qui représentent moins de 2 % 
du génome ; des séquences non-codantes qui ne sont pas transcrites en 
ARN, ou le sont sans être traduites en protéines. A l’heure actuelle, 20 687 
gènes codant pour des protéines sont identifiés (Pennisi, 2012). 
Le polymorphisme génétique 
Sur la totalité des paires de bases du génome humain, trois à quatre millions 
diffèrent entre deux individus pris au hasard. Autrement dit, plus de 99,5 % de 
la séquence d’ADN est identique entre deux individus (Levy et al., 2007). 
Cependant le développement des techniques de biologie moléculaire a 
permis de mettre en évidence l’existence d’un polymorphisme génétique 
correspondant à différentes formes de la séquence d’ADN à certaines 
localisations spécifiques du génome (locus). Ces formes possibles sont 
appelées des allèles et la combinaison d’allèles observée à un locus chez un 
individu constitue son génotype, qui peut être hétérozygote ou homozygote 
si les deux allèles sont différents ou identiques, respectivement. Cette 
variabilité génétique retrouvée entre les individus et les populations est 
causée par les mutations ou les recombinaisons à certains locus, qui 
modifient à la fois la structure de l’ADN et l’expression des gènes selon les 
tissus et les organes. Le plus souvent, la cellule répare les dommages de l’ADN 
mais parfois, les mutations échappent aux mécanismes de réparation. Elles 
peuvent être transmises à la descendance si elles se produisent dans les 
cellules germinales et être à l’origine des maladies génétiques simples et 
complexes et de la variation phénotypique entre les individus et les 
populations.  
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On distingue plusieurs grands types de polymorphismes : 
- Le polymorphisme chromosomique, provoqué par des réarrangements 
de segments génomiques allant de quelques centaines de paires de 
bases à des chromosomes entiers, résultant de différents mécanismes 
(translocation, inversion, insertions/délétions, duplication). 
- Le polymorphisme d’insertion, qui correspond à des éléments d’ADN 
mobile (transposons) répétitif qui s’insèrent dans le génome par 
rétrotransposition. Chez les mammifères, ces séquences sont divisées en 
deux principaux groupes: long interspersed nuclear elements (LINE) (6 – 7 
kb) et les short interspersed nuclear elements (SINE) (< 500 pb), qui 
représentent 21 et 11 % du génome humain, respectivement. 
-  Le polymorphisme de répétition, qui correspond à une répétition en 
nombre variable d’une même séquence de nucléotides : microsatellites 
(motif de moins de 10 pb), minisatellites (10 à 60 pb), copy number 
variation (CNV) (> 1 000 pb). Ces derniers font partie de la variation 
structurale du génome. 
- Le polymorphisme de substitution, qui correspond au remplacement d’un 
nucléotide par un autre appelé single nucleotide polymorphism (SNP). 
Cette classe est la plus abondante dans le génome humain : 1 SNP est 
retrouvé en moyenne tous les 100 à 1000 nucléotides. Ils représentent plus 
de 90 % de toutes les différences entre individus. Leur répartition sur 
l’ensemble du génome et la diminution du coût et du temps pour leur 
identification par génotypage ou séquençage en font d’excellents 
marqueurs pour l’étude du génome humain. C’est cette dernière 
catégorie de variation génétique que nous avons considérée dans cette 
thèse. Notons que selon la fréquence d’occurrence de la substitution 
nucléotidique, on parlera plutôt de SNV (single nucleotide variant) ou de 
SNP. Les SNVs représentent des variants génétiques nouvellement 
identifiés, chez un petit nombre d’individus, voire un seul, qui ne sont 
souvent pas encore validés et répertoriés dans les bases de données.  
Les variations génétiques de petite taille, incluant les SNPs, les microsatellites, 
et les courtes insertions/délétions, sont répertoriées dans la base de données 
publiques dbSNP, gérée par le NCBI (National Center for Biotechnology 
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Information)(Sherry et al., 2001). Au 23 Juillet 2013, dbSNP comptait 62 676 337 
de ces variations dans le génome humain (NCBI, 2013). 
Conséquences des mutations sur le phénotype 
Les variations génétiques, générées par le processus de mutation, sont 
présentes dans l’ensemble du génome humain : aussi bien dans les 
séquences codantes et non codantes des gènes que dans les régions 
intergéniques. La majorité des mutations sont neutres, c’est-à-dire qu’elles 
n’apportent ni avantage ni désavantage à celui qui les porte. Les mutations 
dans une séquence codante n’affectent pas nécessairement la séquence 
d’acides aminés de la protéine qui est produite du fait de la redondance du 
code génétique. On parle alors de mutations synonymes. En revanches, ces 
mutations peuvent avoir un impact sur les phénotypes de différentes 
manières, en modifiant la transcription, l’épissage, le transport des ARNm, la 
traduction,… A l’inverse, les mutations non-synonymes (faux sens et non sens) 
modifient la séquence protéique, et peuvent de ce fait avoir des 
conséquences plus ou moins importantes sur le phénotype. Quelle que soit 
leur localisation, les mutations peuvent modifier le phénotype : on parle alors 
de mutation fonctionnelle. Il faut noter que les relations génotype-phénotype 
sont extrêmement complexes du fait du grand nombre de facteurs non 
génétiques pouvant interférer dans la détermination du phénotype. Notons 
qu’un phénotype peut être déterminé par plusieurs génotypes en interaction 
(épistasie), qu’un même génotype peut intervenir dans différents phénotypes 
(pléiotropie) et qu’il existe par ailleurs des interactions avec des facteurs 
environnementaux et des mécanismes de régulation épigénétique ; leur 
découverte pour expliquer la base génétique des traits complexes ne fait 
que commencer. 
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2. Les différentes forces évolutives et leurs impacts sur 
la diversité génétique  
2.1 La diversité génétique des populations humaines 
L’espèce humaine présente un faible niveau de diversité génétique 
relativement aux autres espèces de grands singes (Kaessmann et al., 2001). 
Elle est structurée de telle manière que 85 % de la diversité génétique totale 
est due à des différences individuelles au sein des populations tandis que les 
15 % restants séparent entre elles les populations (Lewontin 1972). Cette 
information, signifiant qu’il n’y a pas beaucoup plus de différences 
génétiques entre deux individus issus de continents différents qu’entre deux 
individus vivant dans la même population, a eu un retentissement 
considérable car elle anéantit le concept de race biologique pour l’espèce 
humaine.  
 
Il est néanmoins possible à l’aide de marqueurs génétiques, de regrouper les 
individus en groupes distincts correspondant approximativement à 
l’appartenance géographique, notamment continentale des individus (Li et 
al., 2008b; Rosenberg et al., 2002, 2005). En considérant un très grand nombre 
de marqueurs, des études réalisées en Europe ont réussi à retracer l’origine 
géographique des individus à une échelle fine (Lao et al., 2008; Novembre et 
al., 2008). Il est donc pertinent de tenir compte de la population d’origine 
d’un individu dans les études génétiques, car l’origine géographique est un 
facteur déterminant une partie de la diversité génétique d’un individu. Nous 
verrons au cours de cette thèse que cela est vrai pour la variabilité de la 
réponse aux médicaments. 
 
La génétique des populations a pour objectif de décrire, évaluer et 
interpréter le rôle respectif des différentes forces évolutives qui sont à l’origine 
de la diversité génétique des populations d’une même espèce. Celles-ci 
peuvent agir à différents niveaux : génomique (mutations et recombinaisons), 
démographique (taille des populations, migrations), et sélectif 
(environnements climatiques, pathogéniques, nutritionnels). Ces forces ont 
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agi avec une intensité variable dans le temps et dans l’espace et ont 
façonné la diversité génétique au niveau populationnel. La diversité 
génétique varie selon les populations et la portion du génome considérée.  
 
L’exploration du rôle joué par ces différentes forces évolutives dans les profils 
de diversité génétique observés aujourd’hui au sein et entre les populations 
humaines permet de mieux comprendre les mécanismes moléculaires en jeu 
dans l’adaptation de l’homme à son environnement, à l’origine de la grande 
diversité phénotypique des populations humaines. A une échelle globale en 
effet, les populations humaines affichent une grande hétérogénéité 
phénotypique (couleur de la peau, forme du visage et du corps, …), ainsi 
qu’une susceptibilité génétique aux maladies différentielle (par exemple la 
susceptibilité aux agents infectieux) (Lewontin 1995). En étudiant la diversité 
génétique des populations humaines et le poids des forces évolutives sous-
jacentes, les approches de génétique évolutive et des populations sont 
d’une grande utilité en génétique médicale. Elles permettent de mieux 
comprendre la transmission et l’épidémiologie des maladies génétiques, et 
d’expliquer le maintien de certains allèles morbides (notamment pourquoi 
certaines maladies très défavorables se maintiennent à une forte fréquence 
dans certaines populations) et, on le verra au cours de cette thèse, elles 
peuvent faciliter l’identification de gènes ou de variants impliqués dans le 
déterminisme de traits complexes comme la réponse aux médicaments. 
Par ailleurs, il faut noter qu’en plus des ces forces évolutives que nous allons à 
présent décrire, l’organisation sociale et les habitudes culturelles complexes 
des êtres humains peuvent également influencer la structure génétique des 
populations (Chaix et al., 2007). 
 
2.2 Les forces génomiques  
La mutation et la recombinaison sont les sources classiques de la variation 
biologique. Les mutations apparaissent de manière aléatoire sur le génome. 
Elles sont soit endogènes (produit des erreurs spontanées de réplication de 
l’ADN), soit causées par l’exposition à des agents mutagènes physiques 
(rayonnements ionisants, UV) ou chimiques. Une mutation dans une cellule 
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germinale peut se transmettre à la descendance. Le taux de mutation varie 
selon le type de mutation et le locus considéré. En moyenne, il est estimé 
pour le génome humain à environ 2,5 x 10-8 par nucléotide, ce qui 
correspond à environ 160 mutations par génome diploïde par génération 
(Nachman and Crowell, 2000). Chaque nouvelle mutation est liée 
génétiquement aux autres mutations voisines déjà présentes. Les allèles 
observés ensemble à des loci adjacents sur un même chromosome sont en 
déséquilibre de liaison (DL) et leur combinaison forme un haplotype. La 
recombinaison engendre des nouvelles combinaisons alléliques, et donc de 
nouveaux haplotypes, par brassage intrachromosomique ou 
interchromosomique du matériel génétique. Mutations et recombinaison 
créent de la diversité génétique en générant de nouveaux allèles et 
haplotypes. D’autres forces évolutives, comme la dérive génétique, la 
migration et la sélection naturelle, vont ensuite agir sur ces nouveaux variants 
et modifier leur fréquence et leur distribution dans les populations humaines. 
 
2.3 La dérive génétique  
La dérive génétique est la fluctuation aléatoire des fréquences alléliques 
dans une population de taille finie au cours des générations (Wright, 1931). En 
l’absence de sélection, la transmission des gamètes se fait au hasard, 
conduisant à une variation des fréquences alléliques d’une génération à 
l’autre. Les effets de la dérive génétique dépendent de la taille de la 
population. Dans les populations de grand effectif, les fréquences alléliques 
restent stables durant plusieurs générations successives. A l’inverse, les écarts 
de fréquences alléliques d’une génération à l’autre vont être d’autant plus 
grands que la taille de la population est faible. Ce phénomène concerne 
surtout les allèles neutres ne conférant ni avantage, ni désavantage sélectif. 
Le processus de dérive génétique conduit inexorablement à la perte de 
certains allèles et à la fixation de certains autres, contribuant à la réduction 
de la diversité génétique au sein d’une population par la perte progressive 
du polymorphisme génétique. 
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L’effet fondateur, cas particulier de dérive génétique, correspond à la 
réduction de la diversité génétique dans une population ayant pour origine 
un petit nombre d’individus (population fondatrice) issus d’une population 
mère (Slatkin and Excoffier, 2012). Ces individus ne vont « emporter » qu’un 
échantillon d’allèles du pool d’allèles de la population mère, et ce de 
manière que l’on suppose aléatoire. La nouvelle population peut donc 
présenter des fréquences génotypiques fort différentes de la population 
initiale. Cet écart peut changer radicalement le profil (allélique, génotypique 
et phénotypique) de la population fondatrice, par rapport à la population 
initiale. Cet effet est responsable de la fréquence élevée de certaines 
maladies génétiques rares dans certaines populations, en raison de 
l’augmentation en fréquence d’allèles délétères. 
  
2.4 La migration 
La migration est l’échange d’individus (ou de gamètes) entre des sous-
populations (qui peuvent présenter des différences génétiques), permettant 
les flux de gènes entre elles. Il peut s’agir d’une fusion de populations ou du 
mélange de façon unidirectionnelle d’une population de migrants, qui se 
déplacent dans un nouvel environnement géographique, à une population 
déjà implantée sur le lieu. Elle conduit à une homogénéisation des 
fréquences alléliques et à une diminution du niveau de différenciation 
génétique des deux populations.  
 
La dérive génétique et les migrations ont eu un rôle important dans l’histoire 
génétique de l’humanité et ont déterminé une grande part des niveaux 
observés de diversité génétique au sein des populations et des niveaux de 
différenciation génétique entre les populations. L’étude combinée de 
données génétiques sur l’ADN mitochondrial (Cann et al., 1987; Ingman et al., 
2000), le chromosome Y (Thomson et al., 2000), le chromosome X (Harris and 
Hey, 1999) et les autosomes (Jorde et al., 1997), et de données 
archéologiques, paléontologiques et linguistiques (Cann, 2001) ont pu mettre 
en évidence l’origine africaine de notre espèce. La plupart des études 
génétiques conduites sur un grand nombre de locus indépendants du 
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génome ont démontré une plus grande diversité génétique globale des 
populations africaines par rapport au reste du monde, et que la majeure 
partie de la variabilité génétique observée dans les populations non 
africaines représentait un sous-ensemble de celle observée dans les 
populations africaines. L’étude de la variabilité génétique, haplotypique et 
des profils de déséquilibre de liaison à l’échelle mondiale ont confirmé cette 
conclusion (Conrad et al., 2006; Gabriel et al., 2002; Jakobsson et al., 2008; 
Stephens et al., 2001). Ces observations sont à l’origine du modèle Out of 
Africa (Lewin, 1987), selon lequel un groupe fondateur d’être humains a 
quitté l’Afrique de l’Est il y a environ 60 000 ans pour coloniser, par vagues de 
migrations successives, le Proche-Orient, l’Asie d’où a démarré la colonisation 
de l’Océanie, l’Europe et enfin l’Amérique (Cavalli-Sforza and Feldman, 2003; 
Henn et al., 2012). Au fil de ces vagues de colonisation, les populations 
migrantes n’emportaient avec elles qu’une partie de la variabilité génétique 
de leur population d’origine (effet fondateur) et leur taille diminuant au fur et 
à mesure, les effets de la dérive ont augmenté (Keinan et al., 2007; Marth et 
al., 2003). L’isolement progressif des populations par la distance a contribué à 
cette différenciation génétique et explique le haut degré de corrélation 
entre les distances génétiques et géographiques séparant les populations 
humaines (Cavalli-Sforza and Feldman, 2003; Prugnolle et al., 2005). 
 
Les forces génomiques, la dérive génétique et les migrations ont en commun 
d’affecter le génome dans sa globalité. En cela, elles diffèrent de la sélection 
naturelle qui a une action plus ciblée sur certaines régions du génome. 
 
2.5 La sélection naturelle 
Cette force évolutive est, telle que proposée par Charles Darwin (Darwin, 
1859), le mécanisme majeur de transformation et de diversification évolutive 
des espèces. Elle agit par le tri, au sein d’une population, des individus les 
mieux adaptés aux contraintes de leur milieu qui, de ce fait, ont une 
meilleure survie et laissent un plus grand nombre de descendants (fitness 
augmenté). En permettant ainsi la propagation des traits biologiques 
avantageux dans une population, la sélection naturelle a un rôle 
Chapitre 2 - Apport de la génétique des populations à la pharmacogénétique 
 58 
déterminant dans l’adaptation des populations à leur environnement. D’un 
point de vue génétique, la survie et la fécondité différentielles des individus 
selon leur génotype (valeur sélective ou coefficient de sélection) modifient 
au fil des générations la fréquence des variants génétiques sélectionnés et 
fait, à terme, évoluer la structure génétique d’une population. La sélection 
naturelle peut, en effet, en quelques générations seulement, faire varier 
fortement les fréquences alléliques. Elle a pour conséquence la fixation des 
allèles favorables, et la disparition des allèles qui ne le sont pas, ou encore le 
maintien d’allèles à une fréquence d’équilibre stable sur une longue période 
de temps.  
 
Chez l’homme, les signatures génomiques de l’action de la sélection 
naturelle sont nombreuses. En effet, comme nous l’avons expliqué dans le 
premier chapitre de cette partie, les populations humaines ont dû faire face 
au cours de leur histoire évolutive à des variations de leur environnement 
(climatique, nutritionnel, pathogénique, etc.), à l’origine de pressions de 
sélection sur le génome (Vasseur and Quintana-Murci, 2013).  
L’intérêt de détecter les signatures génomiques de la sélection naturelle est 
double. Il relève tout d’abord de notre curiosité naturelle à connaître et 
comprendre l’histoire passée de l’être humain, ainsi que les mécanismes sous-
jacents à son évolution. La deuxième motivation concerne l’identification des 
gènes et des variants ayant une importance fonctionnelle significative pour 
la survie et la bonne santé de l’être humain, que la sélection a le potentiel de 
révéler (Nielsen et al., 2007; Sabeti et al., 2006).  
Exemples de sélection naturelle chez l’homme 
Ainsi, la détection de l’action de la sélection naturelle sur le génome humain 
a permis d’identifier des gènes fonctionnellement importants ayant contribué 
au phénomène de spéciation conduisant à l’être humain moderne, et 
notamment ceux impliqués dans son développement cognitif. C’est le cas du 
gène FOXP2 (forkhead box P2), qui a été la cible de la sélection positive dans 
l’espèce humaine, favorisant l’acquisition du langage oral (Enard et al., 2002; 
Zhang et al., 2002). Des mutations dans ce gène entraînent des troubles 
sévères du développement de la parole et du langage oral incluant des 
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difficultés d’articulation, des troubles du langage et des carences 
grammaticales (Fisher et al., 1998; Lai et al., 2001; Vargha-Khadem et al., 
1995). 
 
De nombreux gènes impliqués dans l’adaptation des populations humaines à 
différents milieux ont également été découverts. Parmi les exemples les plus 
connus, nous en citerons trois faisant intervenir une pression de sélection 
relative à l’alimentation, les pathogènes et le climat. 
Le premier exemple est celui de la persistance de la production de la lactase 
(enzyme qui permet de digérer le lactose) à l’âge adulte, liée à certains 
allèles du gène LCT ayant pour effet de maintenir un niveau élevé 
d’expression du gène et de ce fait, de la synthèse de l’enzyme, au-delà de la 
période de sevrage (Schlebusch et al., 2013). Une forte pression de sélection 
positive favorisant ces allèles dans certaines populations humaines a été mise 
en évidence au locus de ce gène et semble être directement liée au mode 
de subsistance des populations. Plusieurs mutations différentes auraient été 
sélectionnées indépendamment en Europe (entre -5000 et -10000 avant JC) 
et en Afrique (entre -3000 et -7000 avant JC), aboutissant au même résultat 
de conservation de la lactase à l’âge adulte (adaptation convergente) 
(Bersaglieri et al., 2004; Ranciaro et al., 2014; Tishkoff et al., 2007). Une 
corrélation entre une tradition ancienne d’élevage et une fréquence élevée 
du phénotype de persistance de la lactase a été observée et la période au 
cours de laquelle les mutations seraient devenues avantageuses semble 
correspondre au moment de l’essor de « l’industrie » laitière. Les individus 
maintenant la capacité à digérer le lait à l’âge adulte auraient été 
avantagés du fait du considérable apport nutritionnel, énergétique et 
hydrique que le lait pouvait leur apporter. La sélection du trait de persistance 
de la lactase figure parmi les plus beaux exemples de coévolution gène-
culture.  
Un deuxième exemple classique, lié cette fois à l’adaptation à 
l’environnement pathogène, est celui du maintien par la sélection positive à 
des fréquences élevées de certains variants conférant une déficience en 
G6PD (glucose-6-phosphate déshydrogénase), enzyme cellulaire ayant un 
rôle métabolique clé pour le globule rouge. En dépit des troubles 
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hématologiques (anémies hémolytiques) qu’une faible activité de cette 
enzyme peut entraîner, ces variants confèrent une résistance significative au 
paludisme, et ce, dans différentes régions du monde (Louicharoen et al., 
2009; Ruwende et al., 1995; Tishkoff et al., 2001). 
Enfin, on peut citer l’adaptation locale à la vie en haute altitude (> 2 500 
mètres au-dessus du niveau de la mer) comme exemple de réponse à une 
pression de sélection climatique. Des signatures de sélection positive ont en 
effet été détectées dans les populations andéennes et tibétaines pour des 
gènes permettant une meilleure utilisation de l’oxygène (Bigham et al., 2010). 
C’est le cas notamment du gène EPAS1 (endothelial PAS domain protein 1), 
facteur de transcription impliqué dans la réponse à l’hypoxie (baisse de 
concentration en oxygène). Les écarts de fréquences particulièrement 
importants observés pour un variant de ce gène entre les populations 
tibétaines et chinoises en font le changement de fréquence allélique le plus 
rapide rapporté à l’heure actuelle (Yi et al., 2010). 
 
Dans un second temps, étant donné que la sélection naturelle cible des 
variants fonctionnels déterminant des phénotypes (Nielsen et al., 2007), 
l’exploration des signatures génomiques de la sélection peut permettre de 
mettre en évidence des gènes, voire des variants génétiques causaux, 
impliqués dans des maladies ou d’autres traits phénotypiques d’intérêt chez 
l’homme. C’est ainsi qu’un enrichissement en signatures de sélection positive 
a été mis en évidence pour les gènes impliqués dans la réponse immunitaire 
et dans la susceptibilité aux maladies infectieuses (Barreiro and Quintana-
Murci, 2010; Casto and Feldman, 2011; Raj et al., 2013). Ces observations 
concordent avec l’hypothèse dite « hygiéniste » (hygiene hypothesis), qui 
propose qu’une réponse immunitaire très développée a été probablement 
favorisée dans le passé pour lutter contre des agressions pathogéniques 
multiples et variées. Or, depuis l’amélioration dans la vie moderne des 
conditions d’hygiène et l’utilisation des antibiotiques, le risque d’infection est 
moindre et ces génotypes de résistance aux pathogènes seraient devenus 
délétères, favorisant l’essor des maladies auto-immunes, inflammatoires et 
allergiques (Strachan, 2000). 
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Ces différents exemples illustrent à quel point l’identification des gènes ciblés 
par la sélection peut permettre d’améliorer notre compréhension de la base 
génétique de traits d’intérêt chez l’homme. Cela est particulièrement vrai 
pour les phénotypes d’importance en génétique médicale, les variants 
génétiques conférant une plus grande susceptibilité ou résistance à des 
maladies étant de particulièrement bons candidats pour la sélection 
naturelle. 
 
La sélection naturelle peut prendre différentes formes et agir avec une 
intensité variable, ce que nous nous proposons de décrire à présent.  
 
3. Les différentes formes de sélection naturelle et la 
détection de leurs signatures moléculaires  
3.1 La théorie neutraliste de l’évolution 
La théorie neutraliste de l’évolution moléculaire décrite par Motoo Kimura en 
1968 pour expliquer la diversité des populations d’un point de vue 
moléculaire, postule que la plupart des mutations génétiques sont neutres au 
regard de la sélection naturelle et que la fluctuation de leurs fréquences 
alléliques au sein des différentes populations est majoritairement déterminée 
par l’action aléatoire de la dérive génétique (Kimura, 1968). Sans renier le 
rôle de la sélection naturelle dans les processus adaptatifs populationnels, la 
dérive génétique devient alors la principale pression évolutive déterminant la 
différenciation génétique des populations. Cette théorie constitue 
actuellement un pan entier de la théorie synthétique de l’évolution. Elle est à 
la base des tests de détection de la sélection naturelle. 
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3.2 Les différentes formes de sélection naturelle 
On distingue trois grands types de sélection au niveau moléculaire. 
a. La sélection purificatrice 
Aussi appelée sélection négative ou sélection d’arrière plan, elle consiste en 
la réduction de la fréquence des allèles délétères (qui confèrent un 
désavantage sélectif aux individus qui les portent) jusqu’à leur élimination 
complète dans la population. Il s’agit sans doute de la sélection la plus 
fréquente dans le génome, car elle permet le maintien à long terme des 
fonctions biologiques essentielles (Bamshad and Wooding, 2003; Nielsen et 
al., 2007). Les gènes domestiques, ou de ménage, indispensables au 
fonctionnement de base de la cellule sont vraisemblablement les plus soumis 
à cette contrainte sélective. Elle a la particularité d’agir sur tout le génome 
(Charlesworth et al., 1993). 
b. La sélection positive 
Au contraire, la sélection positive entraîne une augmentation rapide de la 
fréquence des allèles avantageux (qui confèrent un avantage sélectif pour 
la survie et la reproduction de l’individu) jusqu’à leur fixation dans la 
population. Elle agit en générant ce que l’on appelle un balayage sélectif 
(selective sweep), mécanisme décrit par John Maynard Smith & John Haigh 
en 1974 (Smith and Haigh, 1974), qui correspond à l’enchaînement des allèles 
situés à proximité du locus sélectionné (effet d’auto-stop génétique), qui se 
traduit par une forte réduction de la variation génétique avoisinante, sur une 
étendue qui dépend de la force de la sélection et des taux de 
recombinaison locaux (Figure 1.6). Dans la région génomique entourant le 
locus sélectionné, on peut alors observer des déséquilibres de liaison forts et 
un excès de variants avec des fréquences élevées. 
Ces balayages sélectifs peuvent être complets, c’est-à-dire que l’allèle 
sélectionné est fixé dans la population, ou partiels lorsque la fréquence est 
élevée sans toutefois atteindre la fixation. Ce dernier cas correspond à une 
pression de sélection en cours, ou qui s’est affaiblie voire arrêtée avant que 
l’allèle n’ait eu le temps d’arriver à la fixation (Figure 1.6). 
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Ces scénarios de sélection positive considèrent que la sélection opère sur 
une mutation nouvelle, et donc par principe rare. D’autres formes de 
sélection positive agissant sur des allèles déjà présents à une certaine 
fréquence dans la population ont également été décrites (Hermisson and 
Pennings, 2005). Du fait de la dérive génétique, ces allèles peuvent être 
retrouvés à des fréquences variables dans la population. S’ils deviennent 
avantageux lors d’un changement de conditions environnementales par 
exemple, la sélection positive peut alors les sélectionner à travers deux 
configurations possibles : (1) le soft sweep, qui décrit le processus par lequel, 
Figure 1.6 | Représentation schématique des différents types de balayages sélectifs. 
La distribution des mutations (étoiles) est représentée sur les chromosomes (barres 
grises) avant sélection, et après un balayage sélectif partiel ou complet. Inspiré de 
Nielsen et al. (2007). 
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à un même locus, plusieurs allèles préexistants deviennent avantageux et 
augmentent en fréquence de façon concomitante ; (2) l’adaptation 
polygénique qui cible plusieurs variants à des loci différents en même temps 
(Hermisson and Pennings, 2005; Messer and Petrov, 2013; Pritchard et al., 
2010) (Figure 1.7). 
 
 
c. La sélection balancée 
Ce régime de sélection se réfère à un certain nombre de processus par 
lesquels plusieurs allèles à un même locus sont activement maintenus dans 
une population à des fréquences intermédiaires. La sélection balancée a 
donc pour effet d’augmenter la variabilité génétique dans la population au 
locus sélectionné, et de réduire la différenciation génétique des populations 
(Bamshad and Wooding, 2003). Chez l’homme, les exemples les plus courants 
concernent des gènes impliqués dans la réponse aux pathogènes. Plusieurs 
cas peuvent se présenter :  
Figure 1.7 | Représentation schématique d’un balayage sélectif classique et de 
l’adaptation polygénique. La distribution des mutations (étoiles) est représentée sur les 
chromosomes (barres grises) avant sélection et après sélection positive. Inspiré de 
(Pritchard et al., 2010). 
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- L’avantage de l’hétérozygote qui favorise les individus portant deux allèles 
différents par rapport aux individus homozygotes. L’exemple le plus connu 
est le maintien à des fréquences relativement élevées de l’allèle morbide 
de l’hémoglobine S (allèle HbS) dans les régions du monde où sévit le 
paludisme (il s’agit d’un cas d’évolution convergente) (Feng et al., 2004). 
A l’état homozygote, cet allèle est responsable de la drépanocytose 
(maladie touchant les globules rouges qui se manifeste par une anémie 
hémolytique, des infections et des crises vaso-occlusives). A l’état 
hétérozygote, cet allèle permet d’augmenter d’un facteur 10 la résistance 
au paludisme sévère. Le paludisme représente la pression sélective la plus 
forte connue sur l’évolution récente du génome humain (Kwiatkowski, 
2005). 
- La sélection fréquence-dépendante correspond à un processus évolutif où 
l'aptitude d'un phénotype à persister dans le temps dépend de sa 
fréquence par rapport à d'autres phénotypes dans une population 
donnée. C’est le cas par exemple des allèles qui sont avantagés quand ils 
deviennent rares (avantage du rare). Les types rares seront sélectionnés 
jusqu’à ce qu’ils deviennent les plus abondants, d’où une possible 
sélection qui varie dans le temps. Les exemples les plus connus concernent 
ce qui a trait au système immunitaire et à la sélection sexuelle (Schierup et 
al., 2001). C’est ce qui est observé par exemple pour les gènes du système 
HLA (Human Leukocyte Antigen) de classe I et II codant pour le complexe 
majeur d’histocompatibilité (MHC). Il a été mis en évidence qu’un couple 
dont le système HLA est trop similaire est stérile, et qu’il y a manifestement 
des attirances dépendantes de la différence entre le HLA des deux 
partenaires (Chaix et al., 2008; Laurent and Chaix, 2012; Wedekind and 
Penn, 2000).  
 
Les différentes formes que peut prendre la sélection naturelle sont résumées 
dans la Figure 1.8. 
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3.3 Tests de détection de la sélection naturelle 
Un grand nombre de tests de détection de la sélection naturelle ont été 
développés, en particulier pour la sélection positive. Nous les décrirons 
rapidement ici, en détaillant particulièrement ceux que nous avons employés 
dans nos travaux. Les tests de sélection sont basés sur les différents aspects de 
la variation génétique modifiés par la sélection, qui perdurent selon des 
échelles de temps différentes (Sabeti et al., 2006) à savoir :  
- La proportion de mutations ayant des effets sur les protéines,  
Figure 1.8 | Représentation schématique des différentes formes de sélection naturelle. 
La distribution des mutations (étoiles) est représentée sur les chromosomes (barres 
grises) avant sélection et après sélection négative, positive et balancée. Inspiré de 
(Quintana-Murci and Clark, 2013). 
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- Le spectre de fréquence allélique (i.e. l’histogramme des fréquences 
alléliques aux locus polymorphes), 
- La différenciation génétique des populations, 
- La structure haplotypique. 
Pour l’ensemble de ces tests, l’absence de sélection constitue l’hypothèse 
nulle, c'est-à-dire que les variants génétiques ont un effet neutre. Sous cette 
hypothèse de neutralité, la diversité génétique n’est affectée que par la 
dérive, les migrations, les mutations et la recombinaison. 
Tests de neutralité inter-espèces 
La sélection positive augmente le taux de fixation de mutations fonctionnelles 
favorables. Ces changements sont détectables en comparant la séquence 
d’ADN entre espèces. Les tests de neutralité inter-spécifiques se basent sur le 
niveau de divergence (variation inter-espèces) et de polymorphisme 
(variation intra-espèces) entre les différentes catégories de mutations. Par 
exemple, un excès du rapport mutations non-synonymes/mutations 
synonymes chez l’homme par rapport au chimpanzé est un indicateur de la 
sélection adaptative chez l’homme. Ils permettent donc de détecter de la 
sélection ancienne. 
Tests intra-spécifiques  
Les tests intra-spécifiques se basent sur le polymorphisme observé au sein des 
populations. Ils sont donc capables de détecter des pressions de sélection 
plus récentes que les tests inter-spécifiques, en rapport avec non pas la 
spéciation adaptative de l’homme mais son adaptation à différents 
environnements. 
a. Tests basés sur le spectre de fréquence allélique 
La sélection modifiant la distribution des fréquences alléliques à l’intérieur 
d’une population, différents tests statistiques ont été proposés qui évaluent si 
le spectre de fréquence allélique observé dans la population est conforme à 
celui attendu sous la neutralité. Citons le F et le D de Fu & Li (Fu, 1997; Fu and 
Li, 1993), le H de Fay & Wu (Fay and Wu, 2000), le D de Tajima (Tajima, 1989a).  
Nous avons utilisé le D de Tajima dans cette thèse, qui mesure la différence 
entre deux estimateurs du taux de mutation dans la population : le nombre 
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total de sites polymorphes observés (  ) et la moyenne du nombre de 
différences observées entre paires de séquences (  ). Sous l’hypothèse de 
neutralité, ces deux estimateurs doivent être égaux ou très proches et on 
s’attend donc à ce que la statistique D ne soit pas significativement 
différente de 0. Une valeur négative de D indique un excès d’allèles rares et 
une valeur positive un excès d’allèles à fréquences intermédiaires, 
caractéristiques de la sélection positive/négative et balancée, 
respectivement (Figure 1.9). De façon similaire, les statistiques F et D de Fu & Li 
mesurent un excès ou déficit de nouveaux allèles, en utilisant chacun un 
estimateur du taux de mutations basé sur le nombre de singletons. 
L’interprétation de leur valeur est la même que celle du D de Tajima : 
négative, elle indique de la sélection directionnelle, et positive, de la 
sélection balancée. La statistique H de Fay & Wu, basée sur un estimateur du 
taux de mutation sensible aux mutations dérivées ayant une fréquence 
élevée, permet de distinguer la sélection positive de la sélection négative, 
qui présentent toutes les deux un excès de mutations rares. Elle mesure en 
effet un excès de mutations dérivées à forte fréquence, ce qui est une 
caractéristique spécifique aux évènements récents de sélection positive (Fay 
and Wu, 2000). Ce test requiert d’utiliser une autre espèce proche pour 
obtenir l’information du statut allélique : ancestral ou dérivé. 
Les signaux significatifs détectés avec les tests mesurant un excès d’allèles 
rares peuvent persister durant plusieurs centaines de milliers d’années, assez 
longtemps pour remonter aux origines de l'homme moderne. Le H de Fay & 
Wu, qui s’intéresse aux allèles dérivés de fréquence élevée, et détecte des 
évènements sélectifs plus récents (< 80 000 ans). 
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b. Tests basés sur la différenciation génétique inter-populationnelle 
1. Le FST  
La sélection naturelle peut conduire à des différences de répartition des 
allèles entre différentes populations et un moyen de la détecter consiste 
donc à quantifier les différences de fréquences alléliques entre populations. 
Pour ce faire, une mesure classiquement utilisée est l’indice de fixation FST. Cet 
indice, proposé par Wright en 1951, mesure la corrélation entre deux 
gamètes échantillonnés dans une même sous-population par rapport à 
l’ensemble de la population (WRIGHT, 1951).  
Parmi les différents estimateurs du FST, nous avons utilisé dans cette thèse celui 
de Weir et Cockerham (Weir and Cockerham, 1984). Son calcul se base sur 
une décomposition de la variance totale des fréquences alléliques observées 
en différentes composantes de la variance selon la formule suivante : 
 
Figure 1.9 | Différentes formes prises par le spectre de fréquence allélique d’une 
population sous un modèle neutre ou sous sélection négative, positive ou balancée. 
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Avec : a  = proportion de la variance génétique totale attribuée aux 
différences entre populations (variance inter-populationnelle),  
   b = proportion de la variance génétique totale attribuée aux 
différences entre individus au sein des populations (variance intra-
populationnelle), 
    c = proportion de la variance génétique totale attribuée aux 
différences entre les gamètes chez les individus (variance intra-individuelle). 
 
L’estimateur de cet indice permet de mesurer le degré de différenciation des 
populations, puisqu’il estime la part de variance interindividuelle expliquée 
par la variance entre populations. 
 
Dans nos travaux, nous avons calculé le FST en regroupant les individus selon 
différents niveaux de subdivision : par continents (FST inter-continental) et par 
populations (FST inter-populationnel).  
La valeur de cette statistique varie de 0, pour des populations 
génétiquement identiques à 1, pour des populations totalement différenciées 
génétiquement. Les estimations du FST réalisées à partir d’un grand nombre 
de marqueurs génétiques de types SNPs répartis sur l’ensemble du génome 
ont mis en évidence une différenciation génétique modérée des populations 
humaines, avec une valeur moyenne de FST de l’ordre de 0,10-0,15 (Akey et 
al., 2002; Barbujani and Colonna, 2010; Barreiro et al., 2008; Weir et al., 2005). 
Ces estimations ont longtemps été basées sur un petit nombre de populations 
représentant les grandes populations continentales, comme les Yoruba, 
Chinois, Japonais et Européens du projet HapMap (International HapMap 
Consortium, 2005). Plus récemment, les estimations de la différenciation 
génétique moyenne des populations humaines, basées sur un plus grand 
nombre de populations dans le monde ont révélé des valeurs plus faibles, de 
l’ordre de 0,05-0,010 (1000 Genomes Project Consortium et al., 2010; Auton et 
al., 2009; Barbujani and Colonna, 2010).  
La valeur du FST dépend fortement de la fréquence de l’allèle mineur du 
locus considéré (Beaumont MA, Nichols RA (1996). Par conséquent il est 
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nécessaire de comparer les valeurs de FST de variants dont les allèles mineurs 
ont une fréquence similaire si l’on veut identifier des profils de différenciation 
génétique atypique pour des variants d’intérêt. C’est ce que nous avons fait 
dans les travaux présentés dans cette thèse, en calculant les P-values des 
SNPs au sein de classes de MAF (Minor Allele Frequency). 
 
Sous la neutralité, la valeur de FST est influencée par la dérive génétique de 
façon similaire sur l’ensemble du génome. La sélection naturelle en 
revanche, va augmenter ou diminuer la différenciation génétique des 
populations à certains loci spécifiquement. La sélection directionnelle 
agissant le plus souvent à une échelle géographique locale, c’est-à-dire ne 
concernant qu’un nombre restreint de populations, a pour effet d’augmenter 
la différenciation génétique des populations ; on obtient alors des valeurs 
élevées du FST au locus sélectionné. A l’inverse, on constate une diminution 
des valeurs du FST lorsque la différenciation génétique des populations est 
réduite, ce qui advient dans le cas de la sélection balancée ou de la 
sélection directionnelle intervenant dans plusieurs populations en même 
temps. 
 
Cette statistique présente l’avantage de pouvoir être calculée pour chaque 
variant génétique et non au sein d’une fenêtre génomique comprenant 
plusieurs variants, ce qui permet potentiellement d’identifier le variant précis 
ciblé par la sélection, et du moins d’affiner la localisation spatiale d’un 
événement sélectif. Étant donné que le FST mesure les différences de 
fréquence allélique observées entre populations au locus sélectionné, il 
permet de détecter des évènements sélectifs relativement récents qui sont 
apparus une fois les populations humaines isolées d’un point de vue 
reproductif, autrement dit, après les grandes vagues de migrations des 
populations (Sabeti et al., 2006). L’échelle de temps varie bien-sûr en fonction 
des populations considérées mais elle est de l’ordre de quelques dizaines de 
milliers d’années. 
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2. Le test XP-CLR 
Une approche intéressante basée sur la mesure de la différenciation 
génétique inter-populationnelle au sein d’une région génomique étendue a 
été développée récemment avec le test XP-CLR (Cross population 
Composite Likelihood Ratio) (Chen et al., 2010a).  
La statistique XP-CLR mesure de façon simultanée la différenciation 
génétique entre deux populations (une population testée et une population 
de référence) pour plusieurs allèles d’une région génomique. Si de la 
sélection positive est intervenue dans la population testée au niveau de la 
région génomique analysée, une distorsion du spectre de fréquence allélique 
par rapport à ce qui est attendu sous la neutralité est observée. Cette 
signature s’atténue au fur et à mesure que l’on s’éloigne du variant 
sélectionné. De plus, la taille de la région génomique concernée par une 
importante différenciation allélique inter-populationnelle est fonction de 
l’intensité de la sélection. Ce sont ces marques visibles sur le génome que la 
statistique XP-CLR détecte, par une modélisation de la différenciation 
allélique multilocus de deux populations, qui est fonction de l’intensité de la 
sélection et de la distance génétique séparant le variant directement ciblé 
par la sélection et les allèles neutres situés dans la région génomique sous 
sélection. En conséquence, cette statistique de test se calcule pour une 
région génomique donnée, et non, comme le FST, pour un seul variant 
génétique. 
Ce test permet de détecter de façon puissante un balayage sélectif complet 
ou presque complet. A l’instar du FST, qui se base sur les différences de 
fréquence allélique entre populations, il ne peut détecter que des 
évènements sélectifs relativement récents dans l’histoire évolutive de 
l’homme.  
 
c. Tests basés sur le niveau de déséquilibre de liaison 
Comme nous l’avons expliqué, la sélection positive va amener rapidement 
un allèle avantageux à une fréquence élevée dans une population en 
entraînant avec lui la variation génétique adjacente. Cette augmentation 
rapide de la fréquence allélique du variant avantageux ne laisse pas le 
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temps à la recombinaison de casser l’haplotype sur lequel la mutation est 
apparue. Par conséquent, une signature de la sélection positive pourra être 
indiquée par un allèle qui a un long et inhabituel déséquilibre de liaison et qui 
présente une fréquence élevée dans la population (Figure 1.10). Cette 
signature ne persiste cependant que sur une courte période de temps (< 30 
000 ans) du fait du taux de recombinaison élevé observé chez l’homme 
(Sabeti et al., 2006).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ces dix dernières années, de nombreux tests spécifiquement adaptés à la 
détection de cette signature moléculaire ont été développés. Ces tests se 
basent soit strictement sur le niveau de déséquilibre de liaison comme le test 
LDD (LD Decay) (Wang et al., 2006), soit sur la mesure de l’EHH (Extended 
Haplotype Homozygosity), qui est la probabilité que deux chromosomes 
choisis au hasard dans une population donnée soient homozygotes pour tous 
les SNPs sur une longue séquence génomique centrée sur le locus 
sélectionné. Le test princeps introduisant cette dernière statistique est le LRH, 
pour long range haplotype (Sabeti et al., 2002). Par la suite, la statistique EHH 
a été améliorée à travers un certain nombre de tests apparus de façon 
Figure 1.10 | Représentation schématique de l’évolution de la fréquence allélique et 
de l’étendue du déséquilibre de liaison entourant un variant évoluant sous la 
neutralité (gauche) ou soumis à une pression de sélection positive de type balayage 
sélectif (droite). Le chromosome est représenté par la barre grise, l’importance de la 
fréquence allélique est représentée par la hauteur de la barre rouge et l’étendue du 
déséquilibre de liaison par la longueur de la barre jaune. Inspiré de Bamshad & 
Wooding (2003). 
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rapprochée : l’iHS (integrated haplotype score) qui compare l’EHH entre un 
allèle ancestral et un allèle dérivé (Voight et al., 2006) ; le WGLRH (whole 
genome long range haplotype) qui détecte les régions où le niveau de 
déséquilibre de liaison mesuré autour du locus sélectionné est très faible et où 
les allèles dérivés sont retrouvé à des fréquences élevées (Zhang et al., 2006) ; 
simultanément l’XP-EHH (Sabeti et al., 2007) et le lnRsb (Tang et al., 2007) qui 
tous deux contrastent des mesures de l’EHH dans deux populations 
différentes ; l’EHHST, qui détecte des excès d’homozygotie sur des portions 
chromosomiques par rapport à ce qui est attendu sous un modèle neutre 
(Zhong et al., 2010) ; l’XP-EHHST, extension du test précédent pour comparer 
deux populations (Zhong et al., 2011). Dans cette thèse, nous avons utilisé les 
deux tests les plus populaires, ayant des capacités complémentaires (Figure 
1.11) : l’iHS est puissant pour détecter des balayages sélectifs incomplets, 
caractérisés par une fréquence de l’allèle sélectionné entre 0,6 et 0,8, et l’XP-
EHH des balayages sélectifs complets voire presque complets, dans lesquels 
la fréquence de l’allèle sélectionné est supérieure à 0,8 (Pickrell et al., 2009; 
Sabeti et al., 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1. 11 | Puissance de détection d’un balayage sélectif selon la fréquence de 
l’allèle sélectionné pour les tests de sélection LRH, iHS et XP-EHH. Tiré de (Sabeti et al., 
2007). 
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d. Test basé sur la combinaison de différentes statistiques 
Le test CMS, pour Composite Multiple Signals a été introduit en 2010 pour 
essayer de pallier au manque de puissance globale des tests existants pour 
localiser précisément un signal de sélection sur le génome (Grossman et al., 
2010). Il génère un score composite combinant cinq statistiques de tests de 
sélection positive reposant sur trois signatures distinctes de sélection : les 
haplotypes étendus (iHS, XP-EHH and ∆iHH), les allèles différenciés (FST) et les 
allèles dérivés de fréquence élevée (∆DAF) 6 . En combinant ainsi des 
statistiques de tests sensibles à différents types de balayage sélectif (en 
termes d’âge et de fréquence de l’allèle sélectionné), la statistique CMS 
permet d’augmenter la capacité de résolution d’un balayage sélectif d’un 
facteur 100 par rapport à l’usage d’un test individuel (Grossman et al., 2010). 
Une version adaptée aux données de séquence a également été proposée 
(Grossman et al., 2013).  
 
3.4 Effets confondants de la démographie 
La diversité génétique naturelle des populations interfère directement avec 
l’interprétation des résultats des tests de sélection naturelle. En effet, les 
évènements démographiques peuvent laisser des signatures génomiques 
similaires à celles de la sélection (Przeworski et al., 2000). Par exemple, une 
réduction importante et rapide de la taille d’une population (bottleneck) 
entraîne une augmentation du nombre d’allèles ayant une fréquence 
intermédiaire de la même façon que la sélection balancée ; et une 
expansion de population conduit à une forte réduction de la diversité 
génétique et un excès d’allèles rares similairement à la sélection positive 
(Tajima, 1989b). 
 
Il existe cependant une différence dans l’étendue des signatures 
génomiques. En effet, les phénomènes démographiques affectent tous les 
marqueurs de la même façon tandis que la sélection naturelle agit en ciblant 
un locus particulier sur le génome et laisse une signature moléculaire 
                                                 
6 ∆DAF (Derived Allele Frequency) est la différence de fréquence de l’allèle dérivé entre une 
population donnée et les autres populations incluses dans l’analyse.  
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détectable sur un sous-ensemble de marqueurs uniquement (Bamshad and 
Wooding, 2003). Cette caractéristique a été utilisée dans l’approche outlier 
pour distinguer les effets confondants de la démographique sur le génome. 
Cette approche consiste à comparer ce que l’on observe pour quelques 
variants d’intérêt par rapport à un grand nombre de marqueurs génétiques 
répartis sur une partie ou l’ensemble du génome, qui représentent la variation 
de fond du génome (Kelley et al., 2006). Nous avons adopté cette stratégie 
et calculé nos statistiques de tests de sélection à l’échelle d’un chromosome 
entier ou de l’ensemble du génome, obtenant ainsi des distributions 
empiriques sous H0 (neutralité) pour les différents tests de sélection. Nous 
avons estimé la significativité statistique des scores obtenus pour des variants 
d’intérêt en les comparant à ceux obtenus pour l’ensemble des variants de 
la distribution empirique. 
 
3.5 Mise en pratique de la détection de la sélection naturelle 
Deux grandes approches permettent de mettre en évidence des signaux de 
sélection sur le génome : les études gènes candidats et les études scrutant le 
génome entier. 
Approche gène candidat  
Les études gènes candidats considèrent des gènes sur la base de leur 
fonctionnalité a priori. Ces études ont permis de découvrir des signaux 
d’importance apportant des éclairages significatifs sur l’évolution adaptative 
de l’homme à des environnements variés. Ainsi ont été détectés des signaux 
de sélection au niveau du gène G6PD conférant une résistance au 
paludisme en Afrique (Tishkoff et al., 2001) et en Asie du sud-est (Louicharoen 
et al. 2009) ; du gène LCT, impliqué dans le trait de persistance de la lactose 
en Europe (Bersaglieri et al., 2004) et en Afrique (Tishkoff et al., 2007; 
Ranciaro et al. 2014) ; des gènes impliqués dans le pathway HIF permettant 
une meilleure oxygénation en haute altitude dans les Andes (Bigham et al., 
2009) ; du gène FOXI1 impliqué dans l’homéostasie évitant la prévention de 
la déshydratation en Afrique (Moreno-Estrada et al., 2010) ; du cluster ADH 
permettant une protection contre l’alcoolisme en Asie (Han et al., 2007) ; du 
gène CYP3A4 impliqué dans le métabolisme de la vitamine D conférant une 
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résistance augmentée au rachitisme dans les populations non africaines 
(Schirmer et al., 2006).  
 
La première limite de ces études relève du fait qu’elles nécessitent une 
hypothèse a priori sur la fonction du gène. Pour cela, il est nécessaire d’avoir 
un minimum de connaissances des relations génotype-phénotype. Or, à 
l’exception d’un certain nombre de phénotypes relativement bien définis 
comme la tolérance au lactose, la survie en altitude ou la résistance au 
paludisme, les maladies affichent une large variabilité phénotypique 
soutenue par une architecture génétique complexe parfois difficile à 
appréhender. La définition simple de quelques gènes candidats n’est donc 
souvent pas évidente. On peut toutefois se concentrer sur certaines grandes 
catégories de gènes pour lesquelles il est plus ou moins intuitif que la sélection 
ait joué un rôle majeur, comme les gènes impliqués dans les fonctions 
immunitaires et la défense de l’organisme (Barreiro and Quintana-Murci, 
2010; Fumagalli et al., 2009). C’est ce que nous avons fait dans cette thèse en 
nous intéressant à l’impact de la sélection naturelle sur les gènes de la 
réponse aux médicaments. 
La seconde limite de ces études est liée aux effets confondants de la 
démographie, difficiles à discriminer de ceux de la sélection en étudiant une 
toute petite portion du génome. Toutefois cet obstacle est facilement 
contournable en adoptant une approche outlier, comme nous l’avons fait 
dans nos travaux. 
Recherche des signatures de la sélection naturelle dans le génome entier 
Les premiers scans génome entier de la sélection naturelle (genome wide 
selection scans, GWSS) sont apparus dans les années 2000, grâce au 
développement des méthodes de typage des SNPs à l’échelle 
pangénomique (Sachidanandam et al., 2001). Ces études se sont 
concentrées surtout sur la détection des balayages sélectifs incomplets et 
complets résultant de l’action de la sélection positive sur une unique 
mutation nouvellement apparue (modèle de type hard sweep). Le tout 
premier GWSS a été réalisé avec la méthode FST et a permis de détecter de 
nombreux signaux de sélection concernant notamment des gènes impliqués 
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dans les fonctions immunitaires et de défense de l’organisme (Akey et al., 
2002). Depuis, une grande quantité de GWSS ont été réalisés, en utilisant des 
tests basés sur : (1) la distorsion du spectre des fréquences alléliques (Carlson 
et al., 2005; Kelley et al., 2006; Williamson et al., 2007) ; (2) la différenciation 
génétique des populations (Akey et al., 2002; Barreiro et al., 2008; Chen et al., 
2010a) ; (3) la structure haplotypique (Kimura et al., 2007; Lappalainen et al., 
2010; Pickrell et al., 2009; Sabeti et al., 2002, 2007; Tang et al., 2007; Teo et al., 
2009; Voight et al., 2006; Wang et al., 2006; Zhang et al., 2006; Zhong et al., 
2010) ; (4) la combinaison de tests implémentée dans le CMS (Grossman et 
al., 2013). 
Toutes ces études ont permis de détecter un nombre considérable de régions 
génomiques sous sélection mais souffrent de limitations importantes. Tout 
d’abord elles sont réalisées en grande majorité sur des données de 
génotypage dans un nombre limité de populations et n’ont par conséquent 
accès qu’à une partie de la variabilité génétique des populations. D’autre 
part, le chevauchement des résultats de ces études est faible et ne peut être 
expliqué par la seule différence de puissance des méthodes employées en 
fonction de l’âge des balayages sélectifs détectés. L’une des explications 
possibles est que chaque étude définit ses propres critères pour déterminer 
qu’une région du génome est soumise à sélection. Par exemple, il est peu 
probable qu’une étude qui utilise le test XP-EHH avec un seuil de significativité 
à 5 % sur des données de génotypage dans quelques populations et une qui 
utilise le D de Tajima avec un seuil de significativité à 1 % sur des données de 
séquençage dans un grand nombre de populations conduisent à la 
détection des mêmes régions du génome sous sélection. Ensuite, si ces 
études fournissent des listes de régions du génome vraisemblablement 
soumises à sélection, elles pointent peu souvent des gènes, et encore moins 
des variants génétiques précis. Avec une localisation génomique 
approximative, il est bien souvent difficile de bien saisir la portée d’un 
événement sélectif, que ce soit d’un point de vue évolutif (adaptation des 
populations) ou fonctionnel (rôle dans la détermination de certains 
phénotypes). Enfin, ces études fournissent une liste de régions candidates 
pour la sélection mais ne sont quasiment jamais suivies d’analyses 
d’exploration fonctionnelle des gènes (et surtout des variants candidats) qui 
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seules permettraient d’améliorer la compréhension des mécanismes à 
l’origine des maladies génétiques et autres traits phénotypiques d’intérêt. 
 
Nous le verrons dans la partie 2 de cette thèse, l’analyse d’un balayage 
sélectif aussi bien en termes de répartition géographique que de localisation 
spatiale, requiert une étude en profondeur sur un grand nombre de 
populations, des données génétiques denses et plusieurs tests de sélection 
complémentaires.  
 
3.6 Bases de données utilisées en génétique des populations  
Il existe aujourd’hui des bases de données de génotypage (Perlegen, HGDP-
CEPH et HapMap) et de séquençage (Projet 1000 Génomes). 
Le Projet Perlegen 
La base de données Perlegen, créée en 2005, comprend plus de 1,5 million 
de SNPs génotypés chez 71 individus non apparentés provenant de trois 
populations d’origine ethnique différente (Américains d’origine africaine et 
européenne et Chinois Han) (Hinds et al., 2005). L’ensemble des SNPs 
génotypés ont été identifiés préalablement par un séquençage génome 
entier de 24 individus représentant ces trois mêmes populations. 
Le Panel HGDP-CEPH 
Le panel du Human Genome Diversity Project (HGDP) se compose de 1 050 
individus appartenant à 52 populations réparties dans sept grandes régions 
géographiques dans le monde (Figure 1.12 et Table 1.1) Il représente la 
collection la plus complète d’ADN humain au niveau mondial (Cann et al., 
2002). Son appellation « Panel HGDP-CEPH » tient au fait que les lignées 
cellulaires sont conservées au Centre d'Etude du Polymorphisme Humain 
(CEPH) à Paris. La volonté d’améliorer la compréhension de l’histoire 
évolutive de l’homme et de la diversité génétique des populations a été à 
l’origine de la création de ce panel, extrêmement utilisé en génétique des 
populations humaines. Il a permis d’améliorer la caractérisation de la 
structure génétique des populations humaines et les causes de cette 
variabilité (Li et al., 2008b). En 2008, 940 individus non apparentés de ce panel 
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ont été génotypés sur une puce Illumina d’environ 650 000 SNPs ( Illumina 
HumanHap 650K) (Li et al., 2008b). Nos analyses présentées dans la partie 2 
(chapitre 2) de ce document ont utilisé les données de génotypage issues de 
cette étude. 
 
 
  
Figure 1.12 |Répartition géographique des 52 populations du panel HGDP-CEPH. 
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Origine géographique Population Nombre d'individus Origine géographique Population Nombre d'individus
Afrique 101 Asie de l'Est 228
San 5 Yakut 25
Pygmées Mbuti 13 Mongola 10
Pygmées Biaka 21 Tu 10
Yoruba 21 Xibo 9
Mandenka 22 Oroqen 9
Bantu du Nord 11 Hezhen 8
Bantu du Sud 8 Daur 9
Moyen Orient 163 Yizu 10
Mozabites 29 Naxi 8
Bédouins 46 Tujia 10
Palestiniens 46 Han 44
Druzes 42 She 10
Europe 157 Miaozu 10
Sardiniens 28 Dai 10
Toscans 8 Lahu 8
Italiens du Nord 12 Japonais 28
Français 28 Cambodgiens 10
Orcadiens 15 Océanie 27
Basques français 24 Nan Mélanesiens 10
Russes 25 Papous 17
Adygei 17 Amérique 64
Asie Centrale et du Sud 200 Mayas 21
Makrani 25 Pimas 14
Balochi 24 Colombiens 7
Brahui 25 Karitiana 14
Kalash 23 Surui 8
Burusho 25
Pathans 22
Sindhi 24
Hazara 22
Ouïghours 10
 
Le Projet HapMap 
En 2002 a été lancé le Projet HapMap (The International HapMap Project), 
projet de grande envergure nécessitant une collaboration scientifique 
internationale ayant pour but de fournir, à travers une base de données 
publique, un catalogue des variations génétiques communes du génome 
humain, de déterminer leur distribution et leur fréquence ainsi que leur niveau 
d’association (les profils de déséquilibre de liaison) dans différentes 
populations humaines. Plus d’un million de SNPs ont ainsi été génotypés chez 
270 individus provenant de quatre populations originaires d’Afrique, d’Europe 
et d’Asie (International HapMap Consortium, 2003). Aujourd’hui cette base 
de données fournit l’information concernant plus de 4 millions de SNPs dans 
Tableau 1.1| Distribution des 940 individus non apparentés génotypés par Li et al. 
(2008a) dans les 52 populations du panel HGDP-CEPH. 
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ces quatre mêmes populations (HapMap Phase II, (International HapMap 
Consortium et al., 2007a)) et plus de 1,6 million de SNPs dans sept populations 
supplémentaires (HapMap Phase III, (International HapMap 3 Consortium et 
al., 2010)). 
Cette base de données a été largement utilisée par les études d’association 
pangénomique pour la recherche des gènes et des variants génétiques 
impliqués dans les maladies complexes ; mais également pour la détection 
de la sélection naturelle à l’échelle du génome entier (International HapMap 
Consortium et al., 2007b; Sabeti et al., 2007). 
Biais des bases de données de génotypage 
Ces trois bases de données ont fait l’objet de quantité d’études permettant 
un nombre considérable de découvertes importantes pour le monde de la 
génétique médicale et évolutive. Elles souffrent cependant d’un lourd biais 
d’échantillonnage des variants (« ascertainment bias »). Ce biais est dû à la 
stratégie choisie pour le choix des SNPs constituant ces bases de données. En 
effet, les SNPS sont découverts par une première étape de séquençage chez 
un petit panel d’individus, suivie d’une étape de génotypage ciblé dans un 
plus grand échantillon, qui ne représente pas forcément le premier 
échantillon utilisé pour la découverte des variants génétiques. Il en résulte 
une surreprésentation dans les données finales des variants initialement 
découverts dans la population d’origine et de fait, une distorsion fréquence-
spécifique (Clark et al., 2005). En conséquence, l’estimation des fréquences 
alléliques, des profils de déséquilibre de liaison et de la différenciation 
génétique entre populations peuvent être biaisées. Cela est particulièrement 
vrai dans les populations non représentées dans le panel de découverte des 
variants. 
Le Projet 1000 Génomes (1KG) 
Ce projet, d’une ampleur considérable, qui a vu le jour en 2008, avait pour 
premier objectif de séquencer 1000 génomes humains de différentes origines 
ethniques. La principale motivation de ce projet était de créer un catalogue 
complet et détaillé de la variabilité génétique des populations humaines 
pour, entre autres, favoriser une meilleure compréhension des relations 
génotype-phénotype. Le but était donc de détecter plus de 95 % de la 
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variation génétique présente à une fréquence de 1 % dans différentes 
populations, sur l’ensemble du génome. Les données de séquençage 
incluent en effet les variants rares et peu fréquents, très peu ou pas 
représentés dans les données de génotypage. Or ces variants sont très 
différenciés dans les populations humaines et déterminent de manière 
importante la structure génétique des populations humaines (Gravel et al., 
2011; Mathieson and McVean, 2012). En outre, ces variants sont susceptibles 
de jouer un rôle majeur dans la prédisposition aux maladies (Marth et al., 
2011; Tennessen et al., 2012) et dans la réponse aux médicaments (Nelson et 
al., 2012). 
La phase pilote de ce projet, dont les résultats ont été publiés en 2010, a 
consisté à générer les données de séquençage à faible profondeur du 
génome entier de 179 individus appartenant à quatre populations différentes 
(1000 Genomes Project Consortium et al., 2010). Depuis, la combinaison des 
données de séquençage peu profond du génome entier (2-6x) et de 
séquençage profond des exons (50-100x) sont disponibles pour 1 092 individus 
dont 1 089 non apparentés appartenant à 14 populations de quatre 
continents (Figure 1.13 et Table 1.2) (1000 Genomes Project Consortium et al., 
2012). Ces données représentent plus de 38 millions de variants de type SNV. 
Ce sont elles que nous avons utilisées dans les travaux présentés dans le 
chapitre 2 de la partie 2 et dans les parties 3 et 4 de ce manuscrit. 
 
Pour l’étude de la sélection naturelle, les données de séquence possèdent 
un double avantage par rapport aux données de génotypage :  
- L’un est en rapport avec la densité des variants analysés. En effet, les 
données de séquence permettent un accès à la quasi-totalité de la 
variabilité génétique, ce qui permet d’explorer les signatures de sélection 
naturelle à une échelle génétique fine.  
- L’autre est celui de ne pas être sensible, par définition, à 
l’ « ascertainment bias » qui affecte lourdement les données de 
génotypage. La présence de ce biais ne permet pas d’appliquer les tests 
de sélection basés sur le spectre de fréquence allélique dans les données 
de génotypage comme celles du Panel HGDP. L’utilisation de données 
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Origine géographique Population Abbréviation
Nombre 
d'individus
Afrique 245
Nigéria Yoruba YRI 88
Kenya Luhya LWK 96
Résidents du Sud Ouest des Etats Unis d'origine africaine ASW 61
Amérique 179
Mexique Mexicains MXL 64
Puerto Rico Porto Ricains PUR 55
Colombie Colombiens CLM 60
Asie de l'Est 286
Chine Chinois Han CHB 97
Japon Japonais JPT 89
Chine du Sud Chinois Han CHS 100
Europe 379
Résidents de l'Utah d'origine d'Europe du Nord et de l'Est CEU 85
Italie Toscans TSI 98
Angleterre et Ecosse Anglais GBR 89
Finlande Finlandais FIN 93
Espagne Ibériques IBS 14
de séquence offre donc la perspective d’une augmentation de la 
puissance de détection de la sélection. 
Nous discuterons plus en détail de ces points dans le chapitre 3 de la partie 2. 
 
 
 
 
Figure 1.13 | Répartition géographique des 14 populations du Projet 1000 
Génomes. 
Tableau 1.2 | Distribution des 1089 individus non apparentés dans les 14 
populations du Projet 1000 Génomes 
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Chapitre 1 
 
Généralités sur les anticoagulants oraux de 
type antivitamine K  
 
 
Les antivitamines K (AVK) ont été, durant près de 60 ans, les seules molécules 
anticoagulantes administrables par voie orale. Malgré cet avantage rendant 
possible des thérapies au long cours – obligatoires dans la plupart des indications 
des AVK, en particulier en cardiologie – le maniement des AVK est extrêmement 
délicat. En effet, une marge thérapeutique étroite et une importante variabilité de 
réponse interindividuelle caractérisent ces molécules. L’équilibre thérapeutique qui 
en résulte est fragile et long à obtenir. A cette difficulté s’ajoute une iatrogénie 
élevée et préoccupante, révélée par le grand nombre d’accidents hémorragiques, 
souvent graves, parfois mortels. De ces aspects du traitement par AVK découle la 
nécessité d’un suivi biologique laborieux, continu et coûteux. L’introduction récente 
et progressive des nouveaux anticoagulants oraux, dont le mécanisme d’action ne 
dépend pas de la vitamine K, n’a pas encore détrôné l’usage massif des AVK dans 
le traitement des pathologies thrombotiques. Au contraire, l’emploi de ces 
molécules est en augmentation partout à travers le monde ces dernières années. La 
découverte cette dernière décennie du rôle prépondérant des facteurs génétiques 
à l’origine de la variabilité de réponse aux AVK les a placées au premier rang des 
molécules étudiées en pharmacogénétique.  
Nous proposons dans ce chapitre de présenter l’histoire, l’usage et le contexte 
thérapeutique et pharmacogénétique de ces médicaments, avant d’introduire les 
raisons qui nous ont conduits à analyser la différenciation génétique des populations 
humaines et les pressions sélectives sous-jacentes pour le gène VKORC1, codant 
pour la cible pharmacologique directe des AVK. 
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1. Rappel sur la vitamine K 
Historique de sa découverte et caractérisation 
La vitamine K a été découverte fortuitement, lors de travaux conduits par le Danois 
Henrik Dam sur le métabolisme des stérols, et a été immédiatement associée à la 
coagulation. Observant la survenue d’hémorragies inexpliquées chez des poulets 
recevant un régime pauvre en cholestérol, Dam fait l’hypothèse de l’existence d’un 
facteur antihémorragique de type vitamine liposoluble, qu’il propose d’appeler 
vitamine K en référence au mot danois désignant la Koagulation (Dam, 1935; Dam 
and Schönheyder, 1934).  
Il existe trois types de vitamine K, qui diffèrent par leur chaîne latérale (Figure 2.1). La 
vitamine K1 (phylloquinone), uniquement synthétisée par les plantes, possède une 
chaîne latérale à 20 atomes de carbone avec une seule double liaison. La vitamine 
K2 (ménaquinone), synthétisée par les bactéries intestinales, possède une chaîne 
latérale de 20 à 60 atomes de carbone, dont plusieurs des liaisons sont insaturées. La 
vitamine K3 (ménadione) n’existe pas à l’état naturel. Il s’agit d’une forme 
synthétique hydrophile qui ne possède pas de chaîne latérale et qui est convertie en 
vitamine K2 dans le corps (Odyakov et al., 1992). En 1939, la vitamine K1 est isolée 
dans la luzerne par Dam et ses associés ; la vitamine K2 dans la farine de poisson par 
le groupe d’Edward Doisy (McKee et al., 1939a). La synthèse chimique de la 
vitamine K1 est réalisée indépendamment par trois groupes différents en 1939 
(Almquist and Klose, 1939; Fieser, 1939; McKee et al., 1939b), celle de la vitamine K2 
l’année suivante par le groupe d’Edward Doisy (Binkley et al., 1940). Ces travaux 
d’importance sur la vitamine K ont valu à Dam et Doisy d’être récompensés par le 
Prix Nobel de Médecine en 1943. 
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Rôle physiologique 
Les vitamines K (K1, K2 et K3) forment un groupe de vitamines liposolubles, servant de 
co-facteurs pour l’étape de gamma-carboxylation, modification post-
traductionnelle indispensable à l’activité biologique des protéines dites vitamine K-
dépendantes.  
La liste des protéines vitamines K-dépendantes, n’a cessé de s’accroître ces 
dernières années, du fait de la découverte de nouvelles fonctions de ces molécules, 
parfois vitales. On en connaît aujourd’hui 17, dont sept sont impliquées dans la 
coagulation. Néanmoins le rôle physiologique de la plupart d’entre elles n’est pas 
encore bien compris (Beulens et al., 2013). Les processus physiologiques concernés 
par la vitamine K, en plus de la coagulation sanguine, sont nombreux : citons par 
exemple le remodelage osseux, les processus de calcification de l’os, des vaisseaux 
sanguins et des tissus conjonctifs, les évènements de signalisation cellulaire 
(adhésion, croissance, division, prolifération, migration, apoptose, spécialisation), le 
contrôle de la réponse inflammatoire, la résistance à l’insuline (Berkner and Runge, 
2004; Bügel, 2008; Ferland, 2012; Vermeer et al., 2004). 
Figure 2.1 | Formule chimique des différentes formes de la vitamine K, phylloquinone ou 
vitamine K1, ménaquinone ou vitamine K2 et ménadione ou vitamine K3. Tiré de (Moreau et 
al., 2012). 
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Apport en vitamine K 
L’apport en vitamine K est principalement endogène : elle est synthétisée par les 
bactéries de la flore intestinale à partir de la fermentation des aliments. La vitamine 
K est également apportée par l’alimentation : la vitamine K1 est essentiellement 
retrouvée dans les légumes verts (chou, laitue, brocolis, épinards, asperges) ainsi que 
les huiles végétales (olive, soja,…) (Booth and Suttie, 1998) et la vitamine K2 dans les 
fromages fermentés, le soja (natto), la viande et les œufs (Elder et al., 2006; 
Tsukamoto et al., 2000).  
2. Histoire des AVK 
Découverte et caractérisation 
Les antivitamines K (AVK) ont été découverts à la suite d’intoxications dévastatrices 
du bétail au Canada et dans le Nord des États Unis au début des années 20 (Mueller 
and Scheidt, 1994; Wardrop and Keeling, 2008). Les animaux, nourris avec du foin 
contenant du trèfle doux (melilotus alba et Melilotus officinalis) mourraient 
d’hémorragies spontanées causées par la molécule 3,3’-méthylène-bis[4-
hydroxycoumarine] (un antivitamine K), provenant de l’oxydation, sous l’effet de 
l’humidité, de la coumarine présente à l’état naturel dans la plante. Depuis cet 
épisode dramatique, cette maladie est connue sous le nom de sweet clover disease 
(Roderick, 1929; Schofield, 1924). 
Il a fallu attendre les travaux de l’américain Karl Link des années 30 à 40 pour que 
l’isolation de cette molécule anticoagulante, le 3,3’-méthylène-bis[4-
hydroxycoumarine], soit obtenue (Huebner and LINK, 1941; LINK, 1959). La molécule 
est baptisée alors le dicoumarol.   
Premières utilisations 
En 1945, Link a eu l’idée d’utiliser les dérivés coumariniques comme raticides. A cet 
effet, le dicoumarol étant trop lent à agir, des molécules semblables plus efficaces 
sont développées. La warfarine, particulièrement active, a vu le jour en 1948, et est 
utilisée en tant que raticide en provoquant des hémorragies intestinales aiguës 
fatales (LINK, 1959). Par rapport au dicoumarol, la warfarine a l’avantage d’être une 
molécule ayant une grande solubilité dans l’eau et une biodisponibilité orale 
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Famille pharmacologique
Dénomination 
commune 
internationale
Nom commercial
Sintrom® 4mg
Minisintrom® 1mg
Coumadine® 2mg
Coumadine® 5mg
Dérivé de l'indanedione Fluindione Préviscan® 20mg
Coumariniques
Acénocoumarol
Warfarine
importante. Le nom warfarin est dérivé de WARF (Wisconsin Alumni Research 
Foundation) qui finançait les travaux de Link, et –arin, de coumarin.  
Elle est utilisée chez l’homme avec succès pour la première fois en 1950 en tant que 
médicament anticoagulant. Sa commercialisation sous le nom de Coumadin® date 
de 1954, et la première étude clinique sur la warfarine de 1955 (POLLOCK, 1955). 
Pour l’anecdote, cette même année, le président des États-Unis Dwight Eisenhower 
en reçoit suite à un infarctus du myocarde.  
Aujourd’hui, la warfarine est devenue la référence des traitements au long terme 
des pathologies thrombotiques artérielles et veineuses. 
Nomenclature  
Il existe actuellement une dizaine de molécules antivitamine K de synthèse, 
regroupées au sein de deux familles (Tableau 2.1) : la famille des coumarines, à 
laquelle appartiennent la warfarine (Coumadine®) et l’acénocoumarol (Sintrom®), 
et les AVK non-coumariniques, dont la fluindione (Préviscan®). Cette dernière 
molécule correspond à plus de 80 % des prescriptions d’AVK en France ; alors que 
l’utilisation de la warfarine prédomine aux États-Unis et en Grande-Bretagne et celle 
d’acénocoumarol dans le reste de l’Europe. Aujourd’hui la warfarine reste la 
molécule de référence à laquelle sont consacrées la majorité les études disponibles 
sur les AVK. 
 
 
 
 
 
 
Tableau 2.1 | AVK commercialisés en France. 
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3. Mécanisme d’action des AVK 
Le mécanisme d’action des AVK n’a été élucidé qu’en 1974, à la suite de travaux 
décrivant la carboxylation des facteurs de la coagulation vitamine K-dépendants 
(Stenflo et al., 1974). En 1978, deux équipes ont, de manière indépendante, 
découverts que la warfarine agissait par inhibition de la vitamine K époxide 
réductase (VKORC1) (Bell, 1978; Whitlon et al., 1978). 
 
3.1 Pharmacodynamie des AVK 
Comme l’illustre la Figure 2.2, les AVK exercent leur effet anticoagulant de manière 
indirecte en inhibant l’action de l’enzyme VKORC1 qui transforme la vitamine K 
oxydée en vitamine réduite. Cette vitamine K réduite est un co-facteur de la 
gamma-glutamyle carboxylase (GGCX), enzyme impliquée dans la gamma-
carboxylation hépatique des facteurs de la coagulation vitamine K-dépendants (II, 
VII, IX et X), et de trois inhibiteurs (protéines C, S et Z). En l’absence de gamma-
carboxylation, les facteurs de la coagulation sont inactifs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 2.2 | Représentation schématique du mécanisme d’action des AVK. 
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3.2 Pharmacocinétique des AVK 
L’absorption digestive des AVK est importante et rapide et s’effectue principalement 
au niveau de l’estomac et du jéjunum. La concentration plasmatique maximale est 
atteinte en 90 minutes. Les AVK se lient de façon très importante à l’albumine dans 
le plasma (92 % à 98 %). Seule la fraction libre est active et subit un métabolisme 
oxydatif hépatique important via les enzymes du cytochrome P450 : CYP2C9 
principalement, et CYP3A4, CYP1A1, CYP1A2 et CYP2C19 dans une moindre mesure 
(Daly and King, 2003). L’élimination se fait soit par la bile sous forme de métabolite 
inactif, soit par voie urinaire sous forme de produit pur lié à l’albumine.  
Figure 2.3 | Représentation schématique de la cascade de la coagulation. 
 PL : phospholipide plaquettaire. 
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4. Indications thérapeutiques et usage des AVK 
Dès leur découverte, les anticoagulants oraux de type AVK ont constitué les 
molécules de choix dans la prévention et le traitement des troubles thrombo-
emboliques (DOUGLAS, 1955). La preuve de la nécessité d’un traitement 
anticoagulant après une embolie pulmonaire a été apportée en 1960 (BARRITT and 
JORDAN, 1960). Ils permettent en particulier, en empêchant la formation d’un 
thrombus, de réduire très efficacement l’incidence des accidents vasculaires 
cérébraux (AVC) chez les patients souffrant de fibrillation auriculaire, le plus fréquent 
des troubles du rythme cardiaque. Ce dernier affecte jusqu’à 1 % de la population 
générale, et est responsable de 15 % des AVC chez le sujet jeune (Burnett et al., 
2013; Hylek et al., 2003) (HAS, 2007). 
 
4.1 Indications thérapeutiques des AVK 
Selon l’Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé 
(ANSM, 2012), les AVK sont utilisés dans : 
- la prévention et le traitement de la thrombose veineuse profonde et de 
l’embolie pulmonaire, en relais à l’héparine ; 
- la prévention des complications thromboemboliques en rapport avec certains 
troubles du rythme auriculaire (fibrillations auriculaires, flutter, tachycardie 
atriale), certaines valvulopathies mitrales, les prothèses valvulaires ; 
- la prévention des complications thromboemboliques des infarctus du 
myocarde compliqués : thrombus mural, dysfonction ventriculaire gauche 
sévère, dyskinésie emboligène..., en relais à l’héparine. 
Environ 80 % des prescriptions des AVK s’inscrivent dans le cadre de traitements au 
long cours, mais il existe des traitements de courte durée (3 à 6 mois), qui 
concernent principalement la prévention et le traitement des thrombophlébites et 
des embolies pulmonaires. 
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4.2 Utilisation des AVK 
La consommation des AVK est colossale et en augmentation constante : en France 
elle a presque doublé entre 2000 et 2010, passant de 7,6 à 13,8 millions de boîtes 
vendues.  
En 2011 en France, 1,8 % de la population couverte par le régime général a perçu 
au moins un remboursement d’AVK. En extrapolant ces données à la population 
française, le nombre de sujets traités en 2011 est estimé à environ 1,1 million. 
Aux États-Unis, il est estimé que plus de 1 % de la population générale est sous AVK et 
plus de 8 % des personnes âgées de plus de 80 ans (Pirmohamed, 2006). 
 
5. Variabilité de réponse aux AVK 
Du fait d’une marge thérapeutique étroite et d’une grande variabilité de réponse 
interindividuelle, les AVK sont des molécules extrêmement délicates à utiliser. Il n’est 
pas possible notamment de définir à l’avance la posologie optimale à administrer 
au patient. Pour la warfarine par exemple, les doses nécessaires pour obtenir un 
même degré d’anticoagulation varient considérablement entre les individus : bien 
que la dose moyenne de warfarine pour atteindre l’effet thérapeutique recherché 
soit de 4 à 5 mg par jour, ces doses peuvent varier de 0,5 mg à plus de 20 mg par 
jour en fonction des patients (Wadelius et al., 2005). 
 
5.1 Surveillance biologique du traitement par AVK 
Afin de vérifier que le patient ne sort pas de la zone thérapeutique, il est absolument 
indispensable de réaliser une surveillance biologique, systématique et minutieuse, du 
traitement par AVK. Ce suivi a pour objectif de rechercher la dose optimale de la 
molécule permettant de maintenir l’efficacité de l’anticoagulation tout en limitant le 
risque hémorragique. 
La surveillance du traitement par AVK s’effectue par la mesure de l’INR (international 
normalized ratio), examen de laboratoire réalisé à partir d’un prélèvement de sang. 
Il est adopté par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en 1983 (OMS, 1983). 
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L’INR mesure le temps de coagulation du patient et le compare à celui d’un sujet 
qui ne reçoit pas de traitement AVK. Il est calculé comme suit : 
 
     
         
        
 
   
 ; avec : 
 
- TQpatient : le temps de Quick7 mesuré pour le plasma du patient à tester ; 
- TQtémoin : le temps de Quick témoin, qui correspond à la moyenne 
géométrique des temps de Quick mesurés sur le plasma frais d’au moins 30 
sujets adultes sains ne recevant pas de traitement antivitamine K ; 
- ISI = l’indice de sensibilité international spécifique du réactif thromboplastine 
utilisé. 
L’INR n’a pas d’unité. Du fait de la normalisation par l’indice ISI, sa valeur ne dépend 
pas du réactif utilisé ; par conséquent plusieurs mesures pour un même sujet, bien 
que réalisées dans des laboratoires différents, peuvent être comparées entre elles 
sans problème. Cependant il est conseillé de toujours faire mesurer son INR dans le 
même laboratoire. 
 
L’INR cible varie en fonction de l’indication du traitement et de l’âge du patient. La 
zone thérapeutique se situe habituellement entre 2 et 3 (INR cible de 2,5) pour la 
plupart des indications, mais peut être plus élevée chez les patients porteurs de 
prothèses mécaniques. En dehors de maladies du foie, l’INR d’un sujet non traité par 
AVK est inférieur ou égal à 1,2. 
Instauration d’un traitement par AVK 
La dose initiale, toujours probatoire, doit être aussi proche que possible de la dose 
d’équilibre (une fois l’effet thérapeutique atteint et le traitement stabilisé), qui 
dépend de la molécule employée.  
Le premier contrôle de l’INR s’effectue après la 3e prise d’AVK. Il permet de dépister 
les réactions d’hypersensibilité individuelle : un INR supérieur à 2 annonce un 
surdosage et nécessite une adaptation posologique immédiate. Le second contrôle, 
réalisé 3 à 6 jours après le premier selon les cas, permet d’apprécier l’efficacité de 
l’anticoagulation. 
                                                 
7 Le temps de Quick est le temps de coagulation du plasma, exprimé en secondes par rapport au 
temps témoin (mesuré sur le plasma d’environ trente sujets normaux) 
Partie 2 – Étude du gène VKORC1 
 97 
Adaptation du traitement par AVK 
En début de traitement, l’INR est mesuré tous les 2 à 4 jours, jusqu’à ce que l’INR ait 
atteint la valeur cible souhaitée. L’ajustement de la posologie des AVK s’effectue 
par paliers, en contrôlant l’INR tous les 2 à 4 jours jusqu’à stabilisation de sa valeur sur 
deux contrôles successifs. Tant que l’INR cible n’est pas atteint, la posologie d’AVK 
est ajustée. Elle est maintenue une fois l’INR cible atteint et stabilisé. Les contrôles de 
l’INR sont alors progressivement espacés pour atteindre un contrôle tous les 3 à 4 
semaines une fois le traitement anticoagulant équilibré.  
 
5.2 Iatrogénie des AVK 
En dépit de leur utilisation massive dans le monde et du suivi biologique par la 
mesure de l’INR, l’emploi des AVK n’est pas sans risque. Le principal risque associé à 
un traitement anticoagulant, quel qu’il soit, est le risque hémorragique, qui apparaît 
en cas de surdosage du médicament. Cet effet secondaire est inhérent au mode 
d’action des anticoagulants qui ralentissent la coagulation sanguine. Il peut s’agir 
d’hémorragies non graves (hématome, épistaxis, gingivorragie) ou graves 
(hémorragie ou hématome intracérébral, hématome du psoas, hémorragie intra-
abdominale, hémorragie intra-articulaire). Une méta-analyse de 33 études a estimé 
que des hémorragies graves ou fatales arrivent dans respectivement 7,2 et 1,3 cas 
par 100 patients-années de traitement par warfarine aux États-Unis (Pirmohamed, 
2006). 
Le sous-dosage des AVK expose au risque de thrombose, à l’origine de la 
prescription.  
 
En raison de leurs complications hémorragiques et de leur difficulté d’emploi, le 
potentiel iatrogène des AVK est extrêmement élevé. En effet, ces médicaments sont 
responsables d’un nombre très élevé d’accidents, qui les classent aujourd’hui au 
premier rang des molécules iatrogènes dans le monde. Cette constatation 
représente un problème de santé publique majeur, ayant de multiples répercussions 
en termes de morbi-mortalité, de coût, et de prévention. 
Accidents iatrogéniques 
Les enquêtes nationales sur les événements indésirables graves associés aux soins 
(ENEIS2) engagées par la DREES (Direction de la recherche, des études, de 
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l’évaluation et des statistiques) démontrent que les AVK arrivent en France au 
premier rang des médicaments responsables d’accidents iatrogènes graves. 
Globalement, on estime que 5 000 à 6 000 décès par an en France sont causés par 
la survenue d’une hémorragie sous AVK (ANSM, 2012). 
 
Aux États-Unis, une étude menée en 2007 montre que 17,3 % des consultations 
d’urgence liées à des effets indésirables des traitements médicamenteux de patients 
de plus de 65 ans, sont dues à la warfarine, soit plus de 30 000 visites par an (Budnitz 
et al., 2007). En Inde, une étude a montré récemment que les anticoagulants étaient 
les médicaments responsables de 15,1 % des effets indésirables conduisant à une 
hospitalisation (Haile et al., 2013). 
Impact économique  
Il est difficile de trouver des données précises sur les conséquences économiques 
des effets indésirables imputables exclusivement aux AVK. Néanmoins, comme nous 
l’avons expliqué dans la première partie de cette thèse, il est désormais reconnu 
que les coûts engendrés par la iatrogénie médicamenteuse de manière générale 
sont extrêmement élevés.  
Prévention des accidents iatrogéniques liés aux AVK 
Le nombre très élevé d’accidents, pour la plupart évitables, a incité les autorités de 
santé à mettre en œuvre différentes initiatives au niveau national pour tenter 
d’améliorer cet état de fait. La prévention des risques iatrogènes constitue à l’heure 
actuelle un enjeu majeur de sécurité sanitaire. 
Depuis 1998, en France, l’ANSM s’est engagée dans un programme d’évaluation, de 
prévention et de gestion des risques iatrogènes médicamenteux évitables, qui a 
conduit notamment à des publications sur le bon usage des AVK à destination des 
professionnels de santé (ANSM, 2012). En 2008, la Haute Autorité de Santé (HAS) a 
publié des recommandations professionnelles sur la prise en charge des surdosages, 
des situations à risque et des accidents hémorragiques chez les patients traités par 
AVK (Burnett et al., 2013). 
Les anticoagulants font également l’objet d’un suivi au niveau européen dans le 
cadre des Plans de Gestion des Risques (PGR). 
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Par ailleurs, pour aider à la prise en charge et à la surveillance du traitement par 
AVK, un carnet d’information et de suivi « Vous et votre traitement anticoagulant par 
AVK » destiné au patient a été élaboré en 2004 (AFSSAPS, 2008). Généralement 
fourni par le médecin prescripteur, son utilisation est recommandée dans l’AMM des 
spécialités concernées. Il contient des informations pour le patient lui rappelant les 
règles de bon usage des AVK, et lui permet de noter régulièrement toutes les 
informations pertinentes en rapport avec le traitement (prises, les résultats de 
l’INR,…), permettant d’améliorer le suivi du traitement. En outre la délivrance des 
AVK s’accompagne d’une éducation thérapeutique du patient à certains points 
clés du traitement par AVK.  
 
5.3 Facteurs influençant la variabilité de réponse aux AVK 
La grande variabilité interindividuelle de l’effet anticoagulant des AVK, mesurée par 
la dose d’AVK nécessaire pour obtenir l’INR cible, est expliquée par différents types 
de facteurs. 
Facteurs non génétiques  
Il s’agit des facteurs physiopathologiques usuels, tels que l’âge, le sexe, le poids, la 
présence de pathologies associées (insuffisance hépatique, rénale, …) (Kamali et 
al., 2004; Sconce et al., 2005; Wynne et al., 1995). 
Pour un même degré d’anticoagulation, les posologies d’AVK requises sont plus 
faibles chez les sujets âgés que chez les sujets jeunes (Debray et al., 2003; Redwood 
et al., 1991). Il est important de considérer ce facteur afin d’ajuster la posologie en 
fonction de l’âge du patient : en effet, il a été démontré qu’entre 20 et 90 ans, la 
dose optimale de warfarine diminue de 8 à 17 % par décennie (Gage et al., 2004; 
Kamali et al., 2004; Sconce et al., 2005; Wynne et al., 1995). 
L’influence du sexe sur la réponse aux AVK n’est pas claire. Alors que certaines 
études observent une augmentation de la fréquence des saignements chez les 
femmes traitées par warfarine, d’autres ne détectent pas de différence homme-
femme (Levine et al., 2004). Un certain nombre de pathologies ont été associées 
avec la survenue de saignements au cours d’un traitement par warfarine, incluant 
l’hypertension artérielle, les pathologies cardiovasculaires, les accidents vasculaires 
cérébraux, l’insuffisance rénale et les cancers (Levine et al., 2004). 
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Par ailleurs, les AVK sont associés à un risque élevé d’interactions médicamenteuses, 
avec un grand nombre de molécules telles que l’acide acétylsalicylique, les anti-
inflammatoires non stéroïdiens pyrazolés, des inducteurs enzymatiques du 
cytochrome P450 (alcool chronique, tabac, millepertuis) ou des inhibiteurs 
enzymatiques (miconazole) (Hirsh et al., 2003; Holbrook et al., 2005; Wells et al., 1994).  
 
L’observance du patient à son traitement est un facteur affectant la stabilité du 
traitement par AVK (van der Meer et al., 1997). Il a été montré que la non-
adhérence au traitement ainsi que le non respect des recommandations 
alimentaires représentent les causes majeures (36 %) des INR en dehors des valeurs 
thérapeutiques (Waterman et al., 2004). Parmi les facteurs associés au niveau 
d’adhérence ont été identifiés l’âge, le fait d’habiter à proximité d’un laboratoire 
d’analyse médicale, d’être fumeur, le nombre d’hospitalisations ainsi que le type et 
le stade de la maladie (Pamboukian et al., 2008; Waterman et al., 2004). Étant 
donné la dangerosité des AVK, l’éducation thérapeutique du patient au bon usage 
des AVK est fondamentale pour garantir, non seulement des thérapies efficaces, 
mais aussi une diminution du risque de survenue d’effets indésirables. 
Facteurs génétiques  
Ensemble, les facteurs physiopathologiques et environnementaux ne permettent 
d’expliquer qu’une faible partie de la variabilité interindividuelle de la réponse aux 
AVK (17 à 22 %) (Gage et al., 2008). Des polymorphismes dans les gènes codant pour 
les protéines impliquées aux différents niveaux de cette réponse (transporteurs, 
enzymes du métabolisme, récepteur, etc.) peuvent moduler le niveau et la qualité 
de la réponse individuelle à un traitement par AVK. Ils sont discutés de manière 
détaillée ci-après. 
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6. Facteurs génétiques 
On sait aujourd’hui que les facteurs génétiques constituent les déterminants majeurs 
de la grande variation de réponse aux AVK. Si une part de cette variabilité demeure 
encore inexpliquée aujourd’hui, leur découverte a néanmoins permis d’améliorer 
considérablement la précision de la posologie initiale d’AVK à administrer à chaque 
patient et par voie de conséquence, l’efficacité et la sûreté de ces traitements. 
 
6.1 Études gènes candidats 
Les premières études recherchant les facteurs génétiques de la réponse aux AVK ont 
utilisé une approche gène candidat et se sont tout naturellement tournées vers les 
candidats les plus évidents : les gènes CYP2C9 et VKORC1.  
CYP2C9 
Le gène CYP2C9 joue un rôle dans la réponse aux AVK par un mécanisme 
pharmacocinétique : il code en effet pour l’enzyme CYP2C9 du cytochrome P540, 
majoritairement responsable du métabolisme hépatique des AVK. Les deux 
principaux polymorphismes de CYP2C9 impliqués dans la variation de la réponse aux 
AVK sont les allèles CYP2C9*2 et CYP2C9*3, respectivement définis par des variations 
aux locus rs1799853 et rs1057910, qui exhibent seulement 12 % et 5 % respectivement 
de l’activité enzymatique normale (c’est-à-dire celle correspondant à l’allèle de 
référence CYP2C9*1), conduisant à une diminution de la clairance des AVK 
(D’Andrea et al., 2008; Lee et al., 2002). En conséquence, les individus porteurs de 
ces allèles requièrent des doses d’AVK réduites par rapport aux individus porteurs de 
l’allèle CYP2C9*1. Ensemble, ces variants permettent d’expliquer environ 12 % (5-
22 % selon les études) de la variabilité de réponse aux AVK (D’Andrea et al., 2008; 
Wadelius et al., 2005). 
VKORC1 
Le gène VKORC1 joue quant à lui un rôle par un mécanisme pharmacodynamique. 
En effet, ce gène code pour la sous-unité 1 du complexe vitamine K époxyde 
réductase (VKOR1), cible pharmacologique des AVK (Li et al., 2004; Rost et al., 2004). 
Il a été découvert en 2004 par clonage positionnel comme étant le gène impliqué 
dans le déficit combiné en facteurs de la coagulation vitamine K dépendants et 
dans la résistance à la warfarine. 
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Initialement, le premier polymorphisme de VKORC1 associé à la variabilité 
interindividuelle de la réponse aux AVK était le SNP intronique rs9934438 (1173C>T) 
(D’Andrea et al., 2005). Peu de temps après, il a été montré qu’il existait un 
déséquilibre de liaison complet entre les allèles du SNP rs9934438 et ceux d’un autre 
SNP rs99239231 (-1639G>A), situé dans le promoteur de VKORC1, dans le site de 
liaison E-box d’un facteur de transcription (Yuan et al., 2005). Par ailleurs, une étude 
haplotypique de VKORC1 a révélé plusieurs autres polymorphismes en fort 
déséquilibre de liaison avec -1639G>A et 1173C>T, et associés au taux d’ARNm et à 
la dose requise d’AVK (Rieder et al., 2005) Se posait alors la question de savoir 
le(les)quel(s) de ces polymorphismes étaient responsables des différences 
biologiques dans l’activité de l’enzyme VKORC1. Étant donné l’emplacement du 
variant rs9923231 dans un site de liaison d’un facteur de transcription, il était 
probable qu’il pouvait entrainer une modification de l'activité de promoteur. Deux 
études distinctes ont testé cette hypothèse avec des essais de type gène luciférase 
rapporteur, mais ont conduit à des résultats contradictoires, car cette technique ne 
permet pas d’évaluer de manière consistante la régulation et l’expression des 
gènes, laissant ouverte la question de savoir si ce polymorphisme était fonctionnel 
ou non (Bodin et al., 2005; Yuan et al., 2005). Une exploration en profondeur des 
mécanismes moléculaires sous-tendant l'activité de VKORC1 est parvenue à 
identifier le polymorphisme fonctionnel entre les deux principaux candidats 
(rs9923231 et rs9934438), en utilisant la technique d’immunoprécipitation de la 
chromatine, révélant l'allèle dérivé -1639A comme étant celui régulant l'expression 
de l'ARNm du gène VKORC1, en inhibant l’activité du promoteur dans le foie par 
l'intermédiaire d'une modification de la chromatine (Wang et al., 2008). A lui seul, ce 
variant explique environ 28 % (6-37 % selon les études) de la variation de dose de 
warfarine ou d’acénocoumarol (Bodin et al., 2005; D’Andrea et al., 2005; Gage et 
al., 2008; Lee et al., 2009; Sconce et al., 2005). 
 
La Figure 2.4 présente les doses quotidiennes de warfarine (A) et hebdomadaires 
d’acénocoumarol (B) requises en fonction des génotypes des variants fonctionnels 
de VKORC1 (rs9923231 pour la warfarine ou rs9934438 pour l’acénocoumarol) et de 
CYP2C9 (rs1799853 et rs1057910). On peut remarquer que quelque soit le génotype 
de CYP2C9, les individus homozygotes pour l’allèle dérivé A du variant rs9923231 de 
VKORC1 (ou l’allèle T du variant rs9934438) requièrent des doses plus faibles d’AVK 
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que les individus homozygotes pour l’allèle ancestral, et que les individus 
hétérozygotes pour ce variant requièrent des doses intermédiaires.  
Par ailleurs, la dose requise d’AVK est plus faible chez les patients porteurs des deux 
allèles mutés CYP2C9*2 (rs1799853) et CYP2C9*3 (rs1057910) que chez les patients 
homozygotes sauvages (*1/*1), et ce quelque soit le génotype de VKORC1. 
Cependant, il semble pour la réponse à l’acénocoumarol que l’impact du 
polymorphisme de CYP2C9 soit plus important lorsque le variant de VKORC1 est à 
l’état homozygote pour l’allèle ancestral. De plus, la réduction de la dose d’AVK est 
plus importante chez les individus portant l’allèle CYP2C9*3 que l’allèle CYP2C9*2, 
ce qui peut s’expliquer par le fait que ce dernier a un effet plus atténué sur la 
réduction de la clairance des AVK que l’allèle CYPC9*3 (Lee et al., 2002). 
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Figure 2.4 |Boîtes à moustache montrant la distribution de la dose de molécule AVK selon 
le génotype du variant fonctionnel -1639G>A (A) ou 1173C>T (B) de VKORC1 et des allèles 
CYP2C9*2 et *3. (A) Dose quotidienne de warfarine. Les nombres au-dessus des rectangles 
indiquent les valeurs moyennes de dose de warfarine. Les lignes verticales indiquent les 
valeurs minimales et maximales, les astérisques représentent les valeurs extrêmes. Tiré de 
(Sconce et al., 2005). (B) Dose hebdomadaire d’acénocoumarol. Les lignes verticales 
indiquent les valeurs minimales et maximales. Tiré de (Teichert et al., 2009b). 
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6.2 Études d’association génome entier 
Entre 2008 et 2010, quatre études d’association pangénomiques, ont été réalisées 
dans le but d’identifier de nouvelles cibles impliquées dans la réponse à la warfarine 
et à l’acénocoumarol dans des populations d’origine européenne ou japonaises 
(Cha et al., 2010; Cooper et al., 2008; Takeuchi et al., 2009; Teichert et al., 2009). Elles 
ont confirmé le rôle majeur des gènes CYP2C9 et VKORC1 et mis en évidence celui, 
bien plus faible, de deux autres gènes impliqués dans le métabolisme hépatique des 
AVK. Ainsi, prendre en compte le génotype porté au SNP rs2108622 de CYP4F2 
permet d’expliquer environ 1 % de la variation de dose de warfarine et 
d’acénocoumarol, et celui au SNP rs1998591 de CYP2C18 environ 1 % de la variation 
de réponse de l’acénocoumarol uniquement. L’association spécifique du variant de 
CYP2C18 avec la dose d’acénocoumarol s’explique par le fait que l’enzyme 
CYP2C18 intervient dans le métabolisme de l’acénocoumarol et non dans celui de 
la warfarine. Ensemble, les cinq polymorphismes fonctionnels des gènes VKORC1, 
CYP2C9, CYP4F2 et CYP2C18 mentionnés (Figure 2.5) peuvent expliquer près de 50 % 
de la variation de dose des AVK, en plus des facteurs cliniques classiques. 
 
Cependant ces variables génétiques ne permettent pas d’expliquer qu’une faible 
part de la variabilité de la dose de warfarine dans les populations d’origine africaine 
par rapport aux populations d’origine européenne et asiatique (Limdi et al., 2010). 
Une étude a montré que le variant de VKORC1 explique 18 % (30 % en ajoutant les 
deux variants de CYP2C9) de la variabilité de la réponse aux AVK dans les 
populations d’origine européenne, alors qu’il en explique seulement 5 % (8 % avec 
CYP2C9) dans les populations d’origine africaine (Limdi et al., 2008b). 
 
Afin d’identifier les facteurs génétiques déterminant de façon plus spécifique la dose 
de warfarine dans ces populations, une étude d’association pangénomique 
récente, réalisée sur des individus africains-américains, a détecté une association 
avec le variant rs12777823, situé sur le chromosome 10 au niveau du locus CYP2C, 
indépendant des polymorphismes connus de CYP2C9 (Perera et al., 2013). Cette 
association semble être spécifique des individus d’origine africaine, car elle n’est pas 
retrouvée pour des individus d’origine européenne, japonaise, ou égyptienne. De 
même, l’association avec le variant de CYP4F2 n’est pas retrouvée dans cette 
population. L’inclusion du variant rs12777823 dans l’algorithme développé par 
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l’IWPC, présenté ci-après, permet d’augmenter la puissance de prédiction de la 
dose de warfarine de 5 % chez ces individus (Perera et al., 2013). 
 
Le Tableau 2.2 récapitule les différentes études GWAS sur les déterminants 
génétiques de la dose des AVK. On voit bien que dans la majorité des cas, elles 
concernent la warfarine, AVK de référence international. 
 
6.3 Algorithmes pharmacogénétiques de prédiction des doses de warfarine et 
acénocoumarol 
Les tous premiers algorithmes pharmacogénétiques de prédiction de la dose de 
warfarine incluaient uniquement les variants du gène CYP2C9 et étaient capables 
de n’expliquer qu’une part modérée de la variabilité de réponse à cette molécule 
(< 40 %) (Tableau 2.3). Les algorithmes incluant le gène VKORC1 sont apparus en 
2005, pour la réponse à la warfarine. Plus puissants, ces algorithmes permettaient de 
prédire, en tenant compte du génotype de ces deux gènes et de variables cliniques 
plus de 50 % de la variance de la dose requise de warfarine. Tous ces algorithmes 
étaient jusqu’alors établis dans des populations d’origine ethnique particulière. En 
2009, l’IWPC a mis au point un algorithme pharmacogénétique de prédiction de la 
dose initiale de warfarine, basé sur les génotypes des trois variants fonctionnels de 
VKORC1 et CYP2C9 (Klein et al., 2009), qui permet d’estimer la dose initiale de 
warfarine de manière plus robuste qu’un algorithme basé uniquement sur les 
données cliniques, quelle que soit l’origine ethnique des patients (Limdi et al., 2010).  
Depuis, plusieurs algorithmes pharmacogénétiques intégrant cette information 
génétique en plus de variables cliniques et démographiques ont vu le jour, dans des 
populations de différentes origines ethniques. En moyenne, ces algorithmes sont 
capables d’expliquer approximativement entre 50 et 60 % de la variabilité de la 
dose d’AVK (Borobia et al., 2012; Gage et al., 2008; Langley et al., 2009; Liu et al., 
2012b; Shin and Cao, 2011).  
Cependant, bien que l’information génotypique soit significativement associée 
avec la prédiction de la dose thérapeutique de warfarine à tous les stades du 
traitement, il semble que leur contribution diminue au fur et à mesure des semaines 
de thérapie. En effet une étude a mis en évidence qu’à J0, les trois variants 
fonctionnels de VKORC1 et CYP2C9 permettent à eux seuls d’expliquer 43 % de la 
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variation de dose, mais que cette proportion est réduite à 12 % au septième jour de 
traitement, puis 3,9 au 14e et enfin 1,4 % au 21e (Ferder et al., 2010). Après plusieurs 
semaines de traitement, la dose thérapeutique de warfarine est mieux prédite par 
l’historique des doses du traitement que par les facteurs génétiques. 
 
Un site internet www.warfarindosing.org à destination des médecins et cliniciens a 
été créé pour estimer la dose journalière de warfarine à administrer sur la base de 
variables cliniques et du statut génétique du patient. Deux algorithmes 
pharmacogénétiques renvoyant des recommandations de doses très similaires y 
sont implémentés, dont celui du IWPC (Gage et al., 2008; Klein et al., 2009).  
 
Par ailleurs, la modification du label de la warfarine, conseillant de tenir compte de 
l’information pharmacogénétique de CYP2C9 et VKORC1 a été approuvée aux 
États-Unis par la FDA en 2010. En 2011, le CPIC (Clinical Pharmacogenetics 
Implementation Consortium) du NIH a publié des recommandations à destination 
des cliniciens ayant pour objectif de les encourager à utiliser un test de génotypage 
de CYP2C9 et VKORC1 et de les assister dans l’interprétation de l’information 
génétique, pour estimer la dose de warfarine à administrer au patient garantissant 
un INR stable à 2-3 (Johnson et al., 2011). 
Concernant la réponse à l’acénocoumarol, le premier algorithme 
pharmacogénétique a été développé en 2008. A l’heure actuelle, seulement cinq 
algorithmes ont été développés pour cette molécule, dont quatre dans des 
populations européennes, alors qu’il en existe 32 pour la warfarine développés dans 
des populations du monde entier, illustrant la plus forte concentration des efforts de 
recherche sur cette dernière molécule (Tableau 2.3). 
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Tableau 2.2 | Résumé des études d’association génome-entier réalisées sur la réponse aux AVK. 
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Tableau 2.3 | Algorithmes pharmacogénétiques de prédiction de la dose de warfarine et 
acénocoumarol publiés. Tiré de (Verhoef et al., 2014). *PKPD model. M, Maintenance dose; R, 
Refinement; I, Initiation dose; CM, concomitant medication; MAE, mean absolute error. 
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6.4 Variabilité inter-populationnelle dans la réponse aux AVK 
D’importantes différences dans la dose requise d’AVK sont observées entre les 
populations humaines. En effet, le IWPC reporte des doses hebdomadaires de 
warfarine moyennes de 21 mg pour les individus asiatiques, de 31,5 mg pour les 
européens, et de 40 mg pour les individus d’origine africaine (Limdi et al., 2010). Par 
ailleurs, les algorithmes pharmacogénétiques tenant compte des génotypes de 
CYP2C9 et de VKORC1 sont connus pour être moins performants pour prédire la 
dose requise de warfarine chez les individus d’origine africaine que chez ceux 
d’origine européenne et asiatique. Ces différences peuvent s’expliquer par 
l’hétérogénéité de distribution des variants fonctionnels de ces gènes entre les 
populations humaines (Schelleman et al., 2008). 
 
Au cours de mon travail de Master 2 en 2010, nous avons génotypé les cinq 
principaux variants fonctionnels des gènes VKORC1, CYP2C9, CYP4F2 et CYP2C18 
dans les 52 populations du Panel HGDP-CEPH afin d’analyser leur distribution dans les 
populations humaines. La Figure 2.5 présente ces distributions. 
Elles révèlent notamment que la fréquence de l’allèle dérivé A du variant 
fonctionnel rs9923231 -1639G>A de VKORC1, qui confère une sensibilité augmentée 
aux AVK, varie beaucoup entre les populations humaines. A l’exception des San, la 
fréquence de cet allèle de sensibilité est très faible (3 %) en Afrique, alors qu’elle 
atteint pratiquement une valeur maximale de 1 dans les 17 populations d’Asie de 
l’Est. Dans les autres régions géographiques, cet allèle est retrouvé à des fréquences 
intermédiaires. La différence observée entre les San et les autres populations 
africaines peut s’expliquer soit par le faible effectif de l’échantillon étudié qui ne 
permet pas d’avoir une estimation précise et fiable des fréquences alléliques dans 
cette population, soit par un effet fort de la dérive génétique dû au faible effectif 
efficace de cette population. 
Les autres variants de sensibilité aux AVK étudiés sont retrouvés à des fréquences 
plus homogènes. L’allèle dérivé du variant rs1799853 (définissant l’allèle CYP2C9*2) a 
une fréquence mondiale faible (5 %). Il n’est quasiment présent qu’au Moyen-Orient, 
en Europe et en Asie Centrale et du Sud. La fréquence de l’allèle dérivé C du SNP 
rs1057910 (définissant l’allèle CYP2C9*3) est également faible: elle ne dépasse pas 
20 % dans aucune des 52 populations échantillonnées. Sa répartition, en revanche, 
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est plus large que l’allèle CYP2C9*2 : il est observé dans tous les continents excepté 
l’Afrique.  
La distribution des variants rs1998591 de CYP2C18 et rs2108622 de CYP4F2 est très 
homogène au sein des 52 populations du Panel. La fréquence de l’allèle dérivé C du 
SNP rs1998591 de CYP2C18 est élevée à l’exception des deux populations 
d’Océanie. Celle de l’allèle dérivé T de CYP4F2 est modérée. Cet allèle est peu 
présent en Afrique et en Amérique. 
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Figure 2.5 | Distribution des cinq variants fonctionnels associés à la réponse aux AVK au sein 
des 52 populations humaines du panel HGDP-CEPH. Les allèles dérivé et ancestral sont 
représentés en orange et bleu, respectivement. Tiré de Patillon B (2010) « Diversité génétique 
des populations humaines et variabilité de réponse aux AVK », Mémoire de Master 2. 
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Chapitre 2 
 
Analyse haplotypique mondiale de 
VKORC1 et détection de la sélection 
positive 
 
 
En 2010, dans leur article paru dans la revue Journal of Human Genetics, Ross 
et al., ont étudié la distribution mondiale des variants majeurs connus pour 
jouer un rôle dans la réponse à la warfarine : rs9923231 dans VKORC1, 
rs1799853 et rs1057910 dans CYP2C9, et rs2108622 dans CYP4F2 en 
génotypant également ces variants dans les 52 populations du panel HGDP-
CEPH (Ross et al., 2010), et ont confirmé les distributions alléliques présentées 
dans le chapitre précédent. 
 
Face au profil de distribution particulièrement hétérogène du variant 
fonctionnel rs9923231 de VKORC1, évocateur de la sélection naturelle, Ross 
et al. (Ross et al., 2010) ont alors recherché des signatures de sélection 
naturelle dans les populations asiatiques (CHB+JPT) de HapMap pour 
lesquelles ils pouvaient disposer de données de génotypage denses dans 
cette région génomique. Ils ont mis en œuvre trois tests de détection de la 
sélection positive : le test locus-specific branch length (LSLB), mesurant le 
niveau de différenciation génétique entre populations ; le test log of the ratio 
of heterozygosities (LnRH), comparant le degré de diversité génétique entre 
deux populations ; et la statistique D de Tajima, basée sur le spectre de 
fréquence allélique. En se basant sur la distribution génome entier de ces trois 
statistiques, Ross et al. ont détecté pour chacun des tests, des signaux 
significatifs de sélection au niveau du gène VKORC1. 
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Bien qu’étant la première à mettre en évidence de la sélection positive sur 
ce gène, l’étude de Ross et al. souffre de quelques limitations ne lui 
permettant pas de correctement caractériser l’événement sélectif détecté 
en Asie de l’Est. Tout d’abord, puisqu’ils ont testé la sélection à partir des 
données HapMap, ils n’ont vu un signal que dans les deux populations 
asiatiques chinoise (CHB) et japonaise (JPT) et ils n’ont pas pu étudier la 
répartition géographique mondiale de l’évènement sélectif – en particulier 
dans les régions proches de l’Asie. Ensuite, cette étude ne décrit pas non plus 
la localisation génomique exacte de la signature de sélection, du fait 
notamment des tests de sélection employés qui ne sont pas adaptés à 
localiser précisément un signal de sélection. Par conséquent cela ne permet 
pas d’éliminer la possibilité que VKORC1 ne soit pas la cible directe de la 
sélection, mais soit en déséquilibre de liaison avec un gène voisin qui l’aurait 
entrainé à des fréquences élevées en Asie de l’Est par le phénomène 
d’autostop génétique. Par ailleurs, le D de Tajima employé par Ross et al. 
n’est pas parfaitement adapté pour détecter de la sélection positive sur des 
données de génotypage : il est en effet sensible au biais de détermination 
des SNPs (ascertainement biais) qui affecte lourdement les données de 
génotypage (cf. partie 1).  
 
Récemment, des tests de sélection spécifiquement adaptés pour détecter 
des signatures génomiques de la sélection positive sur des données de 
génotypage ont été développés (Chen et al., 2010a; Sabeti et al., 2002, 2007; 
Voight et al., 2006). Ces tests sont plus appropriés pour identifier de la 
sélection positive récente que les tests appliqués par Ross et al., en particulier 
s’il s’agit d’un évènement de sélection de type ‘hard sweep’, c’est-à-dire 
d’un balayage sélectif presque complet, comme cela semble être le cas 
pour VKORC1, au regard des fréquences de l’allèle dérivé A du variant 
rs9923231 en Asie de l’Est.  
 
Dans l’étude présentée ci-après, nous avons exploré en profondeur les 
signatures génomiques laissées par la sélection naturelle au locus de 
VKORC1, en employant des tests de sélection spécifiquement adaptés pour 
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détecter de la sélection positive sur des données de génotypage 
pangénomique. 
 
1. Résumé de l’article 1 
L’étude présentée ci-après a pour objectifs : 
(1) de fournir une description de la diversité haplotypique mondiale du 
gène VKORC1 à partir de sept variants génotypés dans le Panel 
HGDP-CEPH, afin notamment d’identifier le(s) haplotype(s) sur lequel(s) 
ségrégent le polymorphisme fonctionnel rs9923231 et dans quelles 
populations. 
(2) de déterminer précisément le rôle joué par la sélection naturelle dans 
l’évolution du gène VKORC1 chez l’Homme, en décrivant 
notamment : 
a. la répartition géographique précise de l’événement sélectif 
identifié par Ross et al. en Asie de l’Est, 
b. l’étendue de la région génomique autour du locus VKORC1 
affectée par la sélection naturelle 
c. les gènes dans cette région génomique le plus probablement 
ciblés par la pression de sélection. 
 
Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé les données de génotypage du 
panel HGDP-CEPH, comprenant 52 populations dans le monde, dont 17 
échantillonnées en Asie de l’Est (cf. partie 1, chapitre 2). Les 940 individus non 
apparentés de ce panel ont été génotypés en 2008 par Li et al. (2008) sur 
une puce Illumina 650K, qui comprend un variant de VKORC1 (rs7294) (Li et 
al., 2008c). Nous avons génotypé six variants supplémentaires de VKORC1 
chez ces individus, disposant ainsi d’un total de sept variants dans VKORC1 
pour procéder à la reconstruction des haplotypes. 
Les haplotypes ont été reconstruits avec le programme fastPHASE : parmi les 
sept haplotypes retrouvés à une fréquence supérieure à 1 % dans au moins 
une des sept grandes régions géographiques, un seul porte l’allèle dérivé A 
du variant fonctionnel rs9923231 -1639G>A, qui confère une sensibilité 
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augmentée aux AVK. Cet haplotype, le plus fréquent au niveau global 
(49,7 %), est retrouvé à des fréquences particulièrement élevées en Asie de 
l’Est (89,6 %), très faibles en Afrique Sub-saharienne (4,4 %), et à des 
fréquences intermédiaires dans les autres régions géographiques (de 27,8 à 
51,2 %).  
La construction du réseau d’haplotypes à ce locus a révélé que cet 
haplotype différait des autres par la présence de deux polymorphismes : le 
variant fonctionnel rs9923231, et le variant intronique rs9934438, qui est en 
déséquilibre de liaison complet avec rs9923231 dans toutes les régions 
géographiques. 
 
L’étude approfondie de la sélection positive a requis la mise en œuvre de 
plusieurs tests de sélection, spécialement conçus pour détecter de la 
sélection positive. Les tests FST et XP-CLR sont basés sur la mesure de la 
différenciation génétique des populations ; les tests iHS et XP-EHH sur le 
partage d’haplotypes identiques entre les populations sur de grandes régions 
génomiques. Chacun de ces tests possède une capacité différente à 
identifier une signature génomique de sélection positive selon la période 
écoulée depuis la pression de sélection et la fréquence à laquelle l’allèle 
avantagé est parvenu sous l’effet de la sélection. Par conséquent, ces 
différents tests sont complémentaires, et leur application simultanée nous a 
permis d’augmenter la puissance et la précision d’identification d’un signal 
de sélection.  
L’analyse combinée des différents signaux obtenus pour chaque test dans 
une région étendue de 2 Mb centrée sur le gène VKORC1 dans les sept 
régions géographiques nous a permis de délimiter le signal de sélection à une 
région de 505 kb en fort déséquilibre de liaison, dans laquelle sont situés 25 
gènes dont VKORC1. L’évènement sélectif détecté qui aurait débuté il y a 
approximativement 4 500 ans semble concerner l’ensemble des populations 
d’Asie de l’Est et uniquement cette région du monde. Il s’agit effectivement 
d’un balayage sélectif presque complet qui a affecté cette région du 
génome, événement assez rare durant l’histoire adaptative de l’homme.  
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Une exploration approfondie des scores les plus extrêmes obtenus dans cette 
région nous a permis d’affiner la localisation spatiale du signal de sélection à 
une région de 45 kb comprenant quatre gènes : BCKDK, MYST1 (KAT8), 
VKORC1 et PRSS8. Il n’est pas possible de déterminer, du fait du déséquilibre 
de liaison très fort qui existe dans cette région du génome lequel de ces 
gènes a été la cible de la sélection naturelle.  
Il est possible que VKORC1 soit la cible directe de la sélection, auquel cas 
l’avantage sélectif pourrait être en rapport avec le métabolisme de la 
vitamine K, ou bien avec l’exposition à une molécule de type AVK présente à 
l’état naturel dans l’environnement chimique des populations d’Asie de l’Est. 
Cependant, nous ne pouvons pas non plus exclure la possibilité qu’un 
polymorphisme situé dans un autre gène avoisinant VKORC1 ait été la cible 
de la sélection. Il aurait alors entraîné par un phénomène d’autostop 
génétique le variant fonctionnel de VKORC1. Cette hypothèse est d’autant 
plus probable que parmi les quatre gènes, on en trouve deux impliqués dans 
la réponse immunitaire (MYST1 et PRSS8) qui sont des bons gènes candidats à 
l’action de la sélection naturelle (Barreiro and Quintana-Murci, 2010). 
Cependant aucun de ces deux gènes ne contenait de variant fonctionnel à 
fréquence élevée en Asie de l’Est dans les données HapMap. 
Bien qu’il ne soit pas possible, du fait du déséquilibre de liaison important 
dans la région sélectionnée, de déterminer avec exactitude si VKORC1 
représente la véritable cible de la sélection, la pression sélective qui a agi 
dans cette région du génome en Asie de l’Est il y a environ 4 500 ans est 
responsable de la distribution très hétérogène au sein des populations 
humaines du variant fonctionnel du promoteur qui confère la sensibilité 
augmentée aux AVK. Aujourd’hui, cela se traduit par des différences 
significatives dans les doses requises d’AVK entre les populations humaines. 
Cette étude illustre bien l’importance du rôle de la sélection naturelle dans la 
détermination de la variabilité inter-populationnelle des phénotypes de la 
réponse aux médicaments. 
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2. Article 1 
Patillon B, Luisi P, Blanché H, Patin E, Cann HM, Génin E, Sabbagh A. Positive 
selection in the chromosome 16 VKORC1 genomic region has contributed to 
the variability of anticoagulant response in humans. PLoS One. 
2012;7(12):e53049. PMID: 23285254 
 
Ce travail a également donné lieu à une brève :  
Patillon B, Génin E, Sabbagh A. La variabilité de réponse aux anticoagulants 
oraux, une conséquence de la sélection naturelle. Médecine Sciences, 2013 
;29:159. 
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Chapitre 3 
 
Recherche de la cible de sélection dans 
la région génomique de VKORC1 : apport 
des données du Projet 1000 Génomes 
 
 
Nous avons vu dans le chapitre précédent que nous ne pouvions pas, à partir 
des données de génotypage dont nous disposions, identifier de manière 
précise la cible de la pression de sélection qui est intervenue dans la région 
génomique de VKORC1 en Asie de l’Est. Pour déterminer dans quelle mesure 
notre capacité de localisation était limitée par la densité des données 
génétiques utilisées, nous avons cherché à voir si nous pouvions préciser le 
signal de sélection dans la région en utilisant des données de séquençage. 
Nous avons donc mis à profit la disponibilité récente des données du Projet 
1000 Génomes (1KG) en procédant à une analyse approfondie des 
signatures génomiques du balayage sélectif précédemment détecté au 
locus de VKORC1 dans les données du Panel HGDP-CEPH. Dans ce chapitre 
sont présentés les résultats de ce travail. 
1. Matériel et Méthodes 
Nous avons extrait des données 1KG les variants de types SNVs présents dans 
une région de 2 Mégabases centrée sur VKORC1. Comme nous l’avons 
expliqué plus en détail dans la partie 3 de cette thèse, nous n’avons retenu 
que les variants qui étaient présents dans les données de faible couverture 
(low coverage whole genome data) et exclu les polymorphismes d’insertion-
délétion et les variations du nombre de copies.   
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Nous avons appliqué sur ces données trois des tests de sélection 
précédemment utilisés sur les données de génotypage HGDP-CEPH, à savoir 
les tests XP-CLR, XP-EHH et FST, les plus puissants pour détecter des 
phénomènes de balayage sélectif complet ou presque complet, conduisant 
à la quasi-fixation de l’allèle sélectionné, comme cela semble être le cas 
dans cette région du génome en Asie de l’Est. Nous avons également utilisé 
un quatrième test, la statistique D de Tajima, qui nécessite de disposer de 
données non biaisées sur le nombre de sites polymorphes dans une région 
génomique. En conséquence il n’est pas possible d’utiliser ce test de 
sélection sur des données de génotypage, mais uniquement sur des données 
de séquences. 
2. Étude du signal de sélection  
Recherche du signal de sélection au niveau mondial 
Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier que le signal de sélection 
étudié sur les données HGDP-CEPH était bien détecté en Asie de l’Est et 
uniquement dans cette région géographique dans les données 1KG. Nous 
avons appliqué les différents tests de sélection dans trois populations situées 
sur les trois continents Afrique, Europe et Asie : les Yoruba du Nigéria (YRI), les 
résidents de l’Utah d’origine européenne (CEU), et les Chinois Han (CHB). 
Pour cette étude, nous n’avons pas considéré les populations d’Amérique, 
qui sont fortement mélangées (1000 Genomes Project Consortium et al., 
2012), ce qui impacte le spectre de fréquence allélique des variants et risque 
de biaiser les résultats des tests de sélection qui en tiennent compte. Les tests 
XP-CLR et XP-EHH requérant la définition d’une population de référence, nous 
avons choisi les Yoruba comme référence pour les populations d’origine non 
africaine (CEU et CHB), et les CEU pour les Yoruba. 
 
Pour tous les tests employés, un signal de sélection est bien détecté au 
niveau du locus de VKORC1 au seuil de significativité 0,05, chez les Chinois 
Han et uniquement dans cette population (Figure 2.6). Les tests FST, XP-CLR et 
XP-EHH présentent des scores significatifs au seuil de 1 %. Dans cette 
population, un pic de valeurs significatives (P < 0,01) est également 
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observable en aval avec le D de Tajima et les scores XP-EHH. Ce signal de 
sélection correspond en réalité au « troisième pic d’XP-EHH » dont nous 
parlons dans l’article 1. Il se situe au niveau des gènes ITGAM et ITGAX et est 
indépendant du signal sélectif concernant le locus VKORC1 (absence de 
déséquilibre de liaison entre ces signaux). 
 
Figure 2.6 | Distribution des P-values des tests D de Tajima, FST, XP-CLR et XP-EHH 
dans une région de 2 Mb centrée sur VKORC1. Les trois statistiques D de Tajima, XP-
CLR et XP-EHH ont été appliquées dans les populations CHB, CEU et YRI, présentées 
en vert, rose et orange, respectivement. Pour l’XP-CLR et l’XP-EHH, la population de 
référence pour les tests appliqués dans les populations CHB et CEU est la population 
YRI ; la population CEU pour les tests appliqués dans la population YRI. Le FST a été 
estimé à deux niveaux : entre les populations (gris) et entre l’Asie de l’Est et les autres 
régions géographiques (vert). 
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Recherche du signal de sélection dans toutes les populations d’Asie de l’Est 
Afin de vérifier que le balayage sélectif mis en évidence dans la population 
CHB était également détecté dans les autres populations d’Asie de l’Est 
échantillonnées dans le Projet 1000 Génomes, nous avons recherché la 
présence du signal de sélection dans la population de Chinois Han vivant 
dans le sud de la Chine (CHS) et la population de Japonais (JPT). Pour cela, 
nous nous sommes concentrés sur les tests FST et XP-EHH qui donnaient les 
signaux les plus nets dans la population CHB. 
Nous avons bien détecté la signature génomique de la sélection positive 
dans ces deux populations, comme le montre la Figure 2.7. Les profils de 
distribution des P-values entre les trois populations asiatiques sont 
extrêmement proches, si bien qu’il est suffisant de se concentrer sur l’étude 
d’une seule population. Par conséquent nous ne présenterons par la suite 
que les résultats obtenus dans la population CHB. 
 
Figure 2.7 | Distribution des score FST et XP-EHH appliqués dans une région de 2 Mb 
centrée sur VKORC1 dans les trois populations asiatiques (CHB, CHS et JPT). Le FST a 
été calculé en comparant chacune des populations asiatiques avec la population 
des Yoruba d’Afrique (YRI). L’XP-EHH a été appliqué en utilisant la population YRI. 
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Délimitation du signal de sélection  
Utilisant la même stratégie que lors de l’étude précédente sur les données 
HGDP-CEPH, nous nous sommes servis des clusters de valeurs significatives (P < 
0,01) obtenus dans la population CHB, pour essayer de délimiter précisément 
la région génomique sur laquelle s’étend le signal de sélection. 
Pour délimiter le signal de sélection, nous nous sommes focalisés sur la région 
génomique de 499 kb (30,66 - 31,16), correspondant au bloc de déséquilibre 
de liaison identifié en Asie de l’Est dans les données HDGP-CEPH, allant du 
gène PRR14 au gène PRSS8. Nous avons inclus le gène PRSS36, voisin de 
PRSS8, qui n’était pas couvert par les données HGDP-CPEH, et qui appartient 
à ce bloc de déséquilibre de liaison. Au total, 26 gènes sont présents dans ce 
bloc de déséquilibre de liaison. 
 
Recherche du gène cible de la sélection  
Nous avons regardé la distribution du FST inter-populationnel (Figure 2.8), FST 
comparant l’Asie de l’Est au reste du monde (Figure 2.9) et XP-EHH (Figure 
2.9) dans cette région génomique de 499 kb.  
Des valeurs élevées de FST sont observées pour de nombreux variants dans 
cette région, à la fois lorsque l’on compare les 14 populations et lorsque l’on 
compare l’Asie de l’Est au reste du monde. Un variant se détache 
cependant assez nettement des autres : il s’agit du variant rs11150606 dans le 
gène PRSS53. 
Quant au test XP-EHH, les valeurs les plus extrêmes (> 4) sont restreintes aux 
quatre gènes adjacents : VKORC1 – BCKDK – KAT8 – PRSS8 (Figure 2.10).  
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Figure 2.8 | Distribution des P-values du FST inter-populationnel au sein de la région génomique de 499 kb contenant VKORC1. Le FST a été 
calculé entre les 14 populations échantillonnées dans 1000 Génomes. 
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La combinaison de ces résultats nous a permis de sélectionner cinq gènes 
adjacents : PRSS53 – VKORC1 – BCKDK – KAT8 et PRSS8, qui en conséquence 
représentent de bons candidats pour héberger le variant génétique ciblé par 
la sélection. Par rapport à la liste de gènes candidats établie sur les données 
HGDP-CEPH, nous avons donc identifié un gène supplémentaire (PRSS53). Il 
est utile de noter que ce gène est nommé POL3S dans l’article 1. 
Ce gène, qui code pour une protéase à sérine, a été découvert récemment 
(Cal et al., 2006), et est très peu étudié. Des associations ont été retrouvées 
entre des variants de ce gène et le psoriasis (Stuart et al., 2010) et la maladie 
de Parkinson (Pankratz et al., 2012). 
 
Il est intéressant de remarquer que le variant rs11150606 de PRSS53 est celui 
qui, parmi l’ensemble des variants de ces cinq gènes candidats, possède la 
valeur de FST maximale, que ce soit pour le FST estimé au niveau inter-
populationnel (FST = 0,579) ou entre l’Asie de l’Est et le reste du monde (FST = 
0,748). Ce variant est une substitution non synonyme (T>C Gln30Arg) et 
représente donc un bon candidat pour être la cible directe de la sélection 
naturelle. 
 
Apport des données de séquence  
Il est clair que l’utilisation de données de séquençage permet d’améliorer 
considérablement la densité de l’investigation du génome, et d’obtenir ainsi 
une vision beaucoup plus détaillée de la signature génomique laissée par la 
sélection naturelle. 
 
Sur la Figure 2.9 ci-dessous, nous voyons clairement que la densité des scores 
obtenus dans les données 1KG est telle qu’elle nous permet d’étudier un 
nombre de variants bien plus élevé, et surtout, d’explorer des gènes 
supplémentaires sur des locus du chromosome 16 pour lesquels nous ne 
disposions d’aucun variant génotypé dans les données HGDP-CEPH, comme 
les gènes PRSS53 et PRSS36. 
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Figure 2.9| Résultats des P-values des tests FST comparant l’Asie de l’Est aux autres régions géographiques et XP-EHH dans les données 1000 
Génomes au sein de la région génomique de 499 kb contenant VKORC1. Le FST a été calculé en comparant les individus des trois 
populations asiatiques (CHB, CHS et JPT) versus les individus des 11 autres populations mises ensemble. La statistique XP-EHH a été 
appliquée dans la population de Chinois Han (CHB) en prenant la population africaine des Yoruba (YRI) comme population de référence. 
L’ensemble des variants représentés correspond aux variants annotés dans les données de 1KG. En rouge sont mis en évidence les variants 
qui étaient présents sur la puce ILLU650K utilisée pour le génotypage du panel HGDP-CEPH. 
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Figure 2.10 | Résultats des P-values des tests FST comparant l’Asie de l’Est aux autres régions géographiques et XP-EHH dans les données 
1000 Génomes au locus de VKORC1. Le FST a été calculé en comparant les individus des trois populations asiatiques (CHB, CHS et JPT) 
versus les individus des 11 autres populations mises ensemble. La statistique XP-EHH a été appliquée dans la population de Chinois Han 
(CHB) en prenant la population africaine des Yoruba (YRI) comme population de référence. L’ensemble des variants représentés 
correspond aux variants annotés dans les données de 1KG. En rouge sont mis en évidence les variants qui étaient présents sur la puce 
ILLU650K utilisée pour le génotypage du panel HGDP-CEPH. 
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Par ailleurs, la forme de la distribution des scores des tests XP-EHH et XP-CLR 
dans la région des 2 Mb a changé par rapport à ce que l’on observait dans 
les données HGDP-CEPH, comme le montre la Figure 2.11. Alors que trois 
clusters distincts de scores extrêmes (P < 0,01) étaient détectables avec ces 
deux tests dans les données HGDP-CEPH, seulement deux sont encore 
retrouvés dans les données 1KG avec l’XP-EHH. Il est intéressant de remarquer 
que le signal le plus fort détecté à présent avec l’XP-EHH concerne notre 
signature d’intérêt dans la région génomique autour du gène VKORC1. 
Quant à l’XP-CLR, la distribution de ces scores est plus diffuse dans les 
données 1KG, ne permettant pas d’isoler de façon non ambigüe un pic de 
scores extrêmes dans le signal englobant ces trois clusters.  
  
 
 
Étude du gène PRSS53  
Nos résultats précédents ayant montré que le SNP rs11150606 du gène PRSS53 
présentait un profil de différentiation particulièrement élevé entre l’Asie de 
l’Est et le reste du monde, nous nous sommes intéressés plus particulièrement 
à ce variant. Comme le montre la Figure 2.12, nous pouvons constater qu’à 
Figure 2.11 | Distribution des P-values des tests XP-CLR et XP-EHH dans une région de 
2 Mb centrée sur VKORC1 dans les données HGDP-CEPH et 1KG. Pour les données 
HGDP-CEPH, les tests ont été appliqués dans la région d’Asie de l’Est et pour les 
données 1KG, dans la population CHB. La position du variant fonctionnel de 
VKORC1 rs9923231 est indiquée par une barre verticale grise.  
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l’instar de l’allèle dérivé T8  du variant fonctionnel rs9923231 de VKORC1, 
l’allèle dérivé C de ce variant rs11150606 est majoritaire dans les populations 
asiatiques (79 %) alors qu’il est quasiment absent dans les populations 
africaines. Il est rare en Europe (4 %) et plus fréquent dans les populations 
d’Amérique (18 %).  
 
 
Afin de regarder le lien entre le variant rs11150606 de PRSS53 et le variant 
fonctionnel rs9923231 de VKORC1, nous avons regardé quels haplotypes 
portaient l’allèle dérivé de ces deux variants. Nous avons reconstruit les 
haplotypes à trois niveaux : i) au niveau global (en considérant les 1 089 
individus), ii) dans toutes les régions hors Asie de l’Est (en considérant les 803 
individus d’Afrique, d’Europe et d’Amérique) et iii) en Asie de l’Est (en 
considérant uniquement les 286 individus des trois populations de ce 
continent), à partir de l’ensemble des variants de ces deux gènes présents à 
une MAF > 0,01 au niveau global. Les haplotypes reconstruits ainsi que leurs 
fréquences sont présentés dans la Figure 2.13. 
On remarque qu’il n’existe qu’un seul haplotype portant l’allèle dérivé de ces 
deux variants (H1). Cet haplotype est retrouvé à des fréquences très variables 
au niveau global (0,252), hors Asie de l’Est (0,063) et en Asie de l’Est (0,785) 
                                                 
8 Il est à noter ici que dans les données 1000 Génomes, les allèles de ce SNP sont T et C, et non 
pas A et G comme dans les données HGDP-CEPH, ce qui est lié à une différence dans les brins 
d’ADN considérés dans ces deux études (brin + ou brin -). 
Figure 2.12 | Distribution des fréquences alléliques des SNPs rs9923231 de VKORC1 et 
rs11150606 de PRSS53 au niveau global et dans les quatre régions géographiques de 
1000 Génomes. Les allèles dérivé et ancestral sont représentés en orange et bleu, 
respectivement.  
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(Figure 2.13). En Asie de l’Est, deux haplotypes portant l’allèle dérivé T du 
variant fonctionnel rs9923231 de VKORC1 sont observés : H1 et H3. Un 
troisième haplotype portant cet allèle (H2) est observé à des fréquences 
relativement faibles au niveau global et hors Asie (respectivement 0,128 et 
0,173).  
De manière très intéressante, on s’aperçoit que la fréquence en Asie de 
l’haplotype H3 portant le variant dérivé T de rs9923231 et l’allèle ancestral T 
de rs11150606 est bien plus faible (0,131) que celle de l’haplotype H1 portant 
les deux allèles dérivés. Autrement dit, il semble que dans cette région 
géographique, la fréquence élevée de l’allèle T de ce variant soit 
conditionnée par celle de l’allèle dérivé du variant rs11150606 de PRSS53. Ce 
résultat suggère que le variant rs11150606 de PRSS53 est probablement 
apparu plus récemment que le variant fonctionnel rs9923231 de VKORC1 en 
Asie de l’Est. 
 
Ces variants sont en déséquilibre de liaison élevé en Asie de l’Est, mais les 
fréquences alléliques de ces variants ne sont pas les mêmes (D’ = 1, r² = 
0,384), c’est-à-dire que si l’allèle dérivé C du variant rs11150606 est toujours 
retrouvé avec l’allèle dérivé T du variant rs9923231, l’inverse n’est pas vrai. 
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Haplotype Globale
Hors Asie 
de l'Est1
Asie de 
l'Est2
H1 G G C G G C G A C T G C G T A G A G A T T 0,252 0,063 0,785
H2 G G C G G C G A T T G C G T A G A G C T T 0,128 0,173 0,000
H3 G G C G G C G A T T G C G T A G A G A T T 0,086 0,070 0,131
H4 G G T C C C C C T C A T G T G C G G A C T 0,192 0,234 0,082
H5 A G C G G C G A T T G C G T G C G A A C T 0,117 0,159 0,000
H6 G A T C C T C C T C G T A T G C G G A C C 0,057 0,077 0,000
H7 G G T C C C C C T C A T G C G C G G A C T 0,055 0,072 0,000
H8 G G T C C C C C T C G C G T G G G G A C C 0,041 0,056 0,000
H9 G G C G G C G A T T G C G T A C G G A C T 0,030 0,041 0,000
H10 G G C G G C G A T T G C G T G C G G A C T 0,019 0,026 0,000
H11 G G C G G C G C T T G C G T G C G G A C T 0,013 0,017 0,000
rs
4
5
5
9
9
5
3
4
rs
7
5
1
1
1
7
rs
1
1
8
6
5
0
3
8
rs
1
1
8
6
4
8
0
6
rs
1
1
8
6
4
8
3
9
rs
5
6
9
0
9
2
3
7
rs
7
1
9
9
9
4
9
rs
4
4
6
8
6
4
1
rs
1
1
1
5
0
6
0
6
rs
1
7
8
3
9
5
6
8
rs
7
3
5
3
0
2
0
3
rs
7
2
9
4
rs
7
2
0
0
7
4
9
rs
1
7
8
8
2
0
2
3
rs
2
3
5
9
6
1
2
rs
8
0
5
0
8
9
4
rs
9
9
3
4
4
3
8
rs
1
7
7
0
8
4
7
2
rs
2
8
8
4
7
3
7
rs
9
9
2
3
2
3
1
rs
1
7
8
7
8
5
4
4
2
 Populations d'Asie (CHB, CHS, et JPT) mises ensemble.
1
 Populations d'Afrique (ASW, LWK et YRI), d'Europe (CEU, FIN, GBR, IBS et TSI) et d'Amérique (CLM, MXL et PUR) mises 
ensemble.
Fréquence
Séquence haplotypique
PRSS53 VKORC1
Figure 2.13 | Distribution des haplotypes de PRSS53 et VKORC1 au niveau global, hors Asie de l’Est et en Asie de l’Est. Pour chaque 
haplotype, les variants sont listés dans l’ordre de la position physique. Les allèles ancestral et dérivé sont représentés respectivement en 
bleu et orange. Les haplotypes sont triés par i) présence de l’allèle dérivé du variant rs11150606 de PRSS53, puis par ii) présence de l’allèle 
dérivé du variant rs9923231 de VKORC1, et enfin par iii) fréquence globale décroissante. Les haplotypes ayant une fréquence < 1 % au 
niveau global ne sont pas représentés. La reconstruction haplotypique a été réalisée avec l’algorithme EM implémenté dans le logiciel 
Haploview (Barrett et al., 2005), à partir de l’ensemble des variants ayant une MAF globale > 1 %. 
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3. Discussion et conclusion 
Nous confirmons la présence d’un fort signal de sélection positive au locus du 
chromosome 16p11.2, en Asie de l’Est. Dans cette région du génome très 
riche en gènes, nous sommes finalement parvenus à identifier un nouveau 
variant candidat pour être la cible de la sélection positive dans les données 
de séquençage de 1KG. Ce variant non synonyme rs11150606 de PRSS53 
n’était pas présent, ni aucun variant dans ce gène, dans les données de la 
puce Illumina 650K dont nous disposions pour notre étude précédente (article 
1).  
 
Il est intéressant de remarquer que l’application aux données de séquences 
1KG du D de Tajima, seul test que nous ne pouvions pas appliquer sur les 
données de génotypage d’HGDP-CEPH du fait du biais de sélection des 
variants qui affectait ces données, ne nous a finalement pas été utile pour 
affiner la localisation du signal sélectif identifié. En effet ce test affichait des 
scores significatifs (P < 0,05) dans la région avoisinant VKORC1 en Asie de l’Est 
et uniquement dans ce continent (Figure 2.6), mais ne montrait pas de 
regroupement de scores très significatifs qui pourraient pointer une région 
réduite du génome qui serait plus susceptible d’héberger la cible de 
sélection. 
  
Il est probable que le signal révélé par le FST sur le variant candidat rs11150606 
soit confirmé par le test de sélection CMS, qui combine plusieurs statistiques 
de tests de sélection et possède une puissance de détection et de 
localisation de la cible de sélection supérieure à celles des tests individuels 
que nous avons utilisés (cf. chapitre 2 de la partie 1) (Grossman et al., 2010). 
Afin de le vérifier, nous avons regardé la distribution des scores calculés sur les 
données de la phase Pilote du Projet 1KG en Asie de l’Est dans la région 
génomique de 2 Mb autour de VKORC1 (Figure 2.14). Nous avons observé 
une valeur extrême du score CMS pour le variant rs11150606 de PRSS53, 
nettement supérieure à celles calculées pour les variants voisins, confirmant 
nos résultats. Cependant, ces données ne comprenaient pas les données de 
couverture dense de l’ensemble du génome, et il est tout à fait possible, 
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qu’une fois ce test appliqué sur les données 1KG actualisées, des variants 
proches de rs11150606 puissent également ressortir de façon très significative. 
L’application du test CMS aux données complètes de 1KG nous aurait 
probablement permis de répondre à cette question, mais malheureusement 
nous n’avons pas réussi à utiliser le programme mis à disposition par les 
auteurs.  
 
Notre analyse ne comprend que deux des statistiques qui font partie du 
calcul du score CMS (FST et XP-EHH). Parmi les trois autres incluses dans ce test, 
l’iHS et le ∆iHH, basées sur la mesure de l’EHH (comme l’XP-EHH), ne nous 
auraient sans doute pas apporté grand-chose, car aucune d’elles ne 
bénéficient d’une bonne puissance de détection de la sélection lorsqu’il 
s’agit d’un balayage sélectif presque complet qui a entraîné les allèles 
dérivés à des fréquences proches de la fixation, comme c’est le cas ici. En 
revanche, la statistique ∆DAF, qui compare la fréquence de l’allèle dérivé 
dans la population testée à la fréquence moyenne de l’allèle dérivé dans 
d’autres populations, aurait sans doute été plus puissante. Étant donné que 
l’allèle dérivé du variant rs11150606 de PRSS53 est retrouvé moins 
fréquemment dans les populations européennes et américaines que celui du 
variant fonctionnel rs9923231 de VKORC1, il est probable que ce score aurait 
Figure 2.14 | Distribution des scores du CMS dans une région de 2 Mb centrée sur 
VKORC1. Les scores calculés dans les populations JPT+CHB comme indiqué dans 
Grossman et al. (2013) ont été téléchargés à partir du CMS browser 
(http://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/programs/medical-and-
population-genetics/cms/results). Les percentiles ont été estimés à partir de la 
distribution génome entier de ces scores.  
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été supérieur pour le variant de PRSS53. Par manque de temps, nous n’avons 
malheureusement pas pu calculer cette statistique. 
 
Néanmoins, sur les cinq statistiques utilisées par le CMS, les deux que nous 
avons appliquées (FST et XP-EHH) correspondent aux deux possédant la 
meilleure puissance de résolution spatiale de la cible de sélection (suivies par 
le ∆DAF) (Grossman et al., 2010). L’apport des autres statistiques n’aurait 
donc sans doute pas contribué de façon majeure à la localisation du variant 
causal. Or, la combinaison de ces seuls deux tests ne nous permet pas de 
pointer de variant aussi nettement que le fait le CMS sur les données pilotes 
de 1KG, puisque si le FST pointe largement ce variant, l’XP-EHH n’est pas 
significatif pour ce variant (P = 0,189). 
 
En définitive, il apparaît que l’identification claire du gène ciblé par la 
sélection, et plus précisément du variant causal, relève dans notre cas de 
l’utopie… Pourtant, il est important de constater que notre difficulté à 
identifier la cible de sélection, rencontrée à deux reprises, soit amplifiée par 
deux aspects caractérisant le balayage sélectif étudié : il s’est produit en 
premier lieu, au niveau d’une région génomique très riche en gènes ; et en 
second, dans des populations d’Asie de l’Est, caractérisées par un niveau de 
déséquilibre de liaison très élevé. Si l’évènement sélectif était apparu dans 
des populations africaines, dans lesquelles le déséquilibre de liaison est 
moindre ; le variant ciblé par la sélection aurait peut-être été plus facilement 
identifiable. 
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Chapitre 1 
 
Contexte  
 
 
Il y a 4 500 ans en Asie de l’Est, la sélection naturelle a été à l’origine d’une 
augmentation importante de la fréquence de l’allèle dérivé du 
polymorphisme fonctionnel rs9923231 de VKORC1 conférant un phénotype 
de sensibilité augmentée aux AVK dans ces populations. Cet exemple illustre 
bien l’intérêt qu’il y a à connaître la structure génétique des populations 
humaines pour les gènes de la réponse aux médicaments, afin de tenir 
compte de ces différences dans l’optimisation des thérapies 
médicamenteuses. Il révèle également le rôle déterminant de la sélection 
naturelle dans la formation de profils de différenciation géographique 
atypiques pour des gènes d’intérêt majeur dans les phénotypes de la 
réponse aux médicaments. En effet, du fait de leur rôle de médiateurs entre 
l’organisme et l’environnement, les enzymes intervenant dans le 
métabolisme, le transport, et l’élimination des médicaments, ainsi que les 
récepteurs et cibles des médicaments représentent des candidats de choix 
pour l’action de la sélection naturelle. 
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1. Bilan des études analysant la différenciation 
pharmacogénétique des populations humaines 
Comme nous l’avons mentionné dans la partie 1, de nombreuses études se 
sont intéressées à la différenciation génétique des populations humaines 
pour les gènes de la réponse aux médicaments (McCarthy et al., 2002). 
Importante diversité pharmacogénétique inter-populationnelle 
Quels que soient le nombre de gènes et de populations considérés, ces 
études ont quasiment toutes révélé une importante hétérogénéité de 
distribution entre les populations humaines pour un grand nombre de variants 
pharmacogénétiques (Aminkeng et al., 2014; Chen et al., 2010b; Chowbay et 
al., 2008; Fuselli et al., 2010; Kim et al., 2012; Li et al., 2011; Loh et al., 2013; Man 
et al., 2010; Ramos et al., 2013; Sistonen et al., 2009; Suarez-Kurtz et al., 2012a; 
Wilson et al., 2001). Ces variants sont impliqués dans la réponse à de 
nombreuses molécules utilisées couramment en pratique médicale, telles que 
la rosuvastatine (Yasuda et al., 2008), les anticoagulants oraux de type 
antivitamine K (AVK) (Limdi et al., 2010), les bêta-bloquants (Muszkat, 2007), la 
carbamazépine (Yasuda et al., 2008), les anticancéreux (Aminkeng et al., 
2014; Loh et al., 2013; O’Donnell and Dolan, 2009), les antalgiques opiacés, le 
tacrolimus (Yasuda et al., 2008), etc. 
 
Les études ayant analysé la différenciation des pharmacogènes à une 
échelle mondiale ont détecté un niveau de différenciation génétique 
particulièrement élevé pour des gènes d’intérêt majeur dont VKORC1 (Chen 
et al., 2010; Kim et al., 2012; Li et al., 2011; Ramos et al., 2013), ADH1B (Chen 
et al., 2010; Kim et al., 2012), et les gènes codant pour les enzymes du 
cytochrome P450 (Man et al., 2010; Wilson et al., 2001), en particulier CYP3A4 
et CYP3A5 (Aminkeng et al., 2014; Chowbay et al., 2008; Polimanti et al., 2012; 
Li et al., 2011; Ramos et al., 2013). Ces gènes sont d’un grand intérêt en 
pharmacogénétique car ils sont impliqués dans la réponse à de nombreuses 
molécules importantes utilisées en thérapeutique. Ainsi le gène VKORC1 
code, pour rappel, pour la cible pharmacologique des AVK, médicaments 
couramment employés à travers le monde ; ADH1B participe à la clairance 
de médicaments importants en clinique tels que les antalgiques opiacés ; et 
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CYP3A4 et CYP3A5 à la biotransformation de respectivement plus de la 
moitié et un tiers des médicaments utilisés en pratique médicale aujourd’hui. 
ADH1B est en outre impliqué dans le métabolisme de l’alcool. 
Diversité pharmacogénétique intra-continentale 
Par ailleurs, cette hétérogénéité de répartition des variants 
pharmacogénétiques n’est pas observée uniquement entre continents, mais 
également entre les populations d’un même continent. Cette observation est 
particulièrement vraie en Afrique, qui représente le continent présentant la 
plus grande diversité pharmacogénétique (Aminkeng et al., 2014; Dandara 
et al., 2014; Ramos et al., 2013; Suarez-Kurtz et al., 2012b). Par exemple Ramos 
et al. (2013) rapportent une valeur moyenne de deltaMAF au sein de huit 
populations africaines égale à 0,10 pour un ensemble de 1 156 variants de la 
pharmacocinétique (Ramos et al., 2013). Cette valeur est seulement égale à 
0,04 lorsque les trois populations d’Asie de l’Est sont considérées.  
C’est effectivement entre les populations d’Asie de l’Est qu’est observée la 
plus faible différenciation pharmacogénétique (Chen et al., 2010b; Man et 
al., 2010; Ramos et al., 2013). Cependant il est important de noter que des 
différences de fréquence sont observées entre les populations du continent 
asiatique considéré dans son ensemble (Chowbay et al., 2008). C’est par 
exemple le cas pour l’allèle UGT1A1*28 qui est associé à un risque accru de 
toxicité à l’irinotécan (Iyer et al., 2002) et qui, depuis 2005, fait l’objet d’un test 
pharmacogénétique recommandé par la FDA avant d’initier une thérapie 
par cet agent anticancéreux (FDA, 2005). L’allèle UGT1A1*28 est retrouvé à 
des fréquences bien plus faibles en Asie (~ 10 %) qu’en Europe (~ 30 %) et 
Afrique (~ 45 %) (Beutler et al., 1998; Hall et al., 1999). Or, à Singapour, alors 
que cet allèle est retrouvé chez respectivement 19 % et 16 % des individus 
d’origine malaisienne et chinoise, sa fréquence est près de deux fois plus 
élevée (35 %) chez des individus d’origine indienne (Balram et al., 2002).  
De façon intéressante, il a été observé qu’un variant pharmacogénétique 
fréquent dans un continent pouvait être retrouvé à une fréquence faible 
dans une ou plusieurs populations de ce continent, et réciproquement 
(Ramos et al., 2013).  
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Ces observations indiquent qu’il n’est pas possible d’extrapoler les fréquences 
observées d’un continent donné à l’ensemble des populations de ce 
continent et soulignent la nécessité d’inclure différentes populations d’un 
même continent dans les études de pharmacogénétique, afin de bien 
capturer la variabilité génétique des populations humaines pour la réponse 
aux médicaments. 
Diversité pharmacogénétique intra-populationnelle 
Au sein d’une population très mélangée comme la population brésilienne, où 
les individus appartiennent à des origines ethniques diverses (africaine, 
européenne et amérindienne), des différences importantes de répartition des 
variants pharmacogénétiques sont observées. Par exemple dans ce pays, la 
fréquence des allèles situés dans les gènes CYP2C8 et CYP2C9 varie en 
fonction de la région géographique d’origine des individus, de leur 
appartenance auto-déclarée à un groupe ethnique et des proportions de 
leur génome d’origine européenne et africaine (Suarez-Kurtz et al., 2012c). En 
étendant leur analyse à 12 pharmacogènes, les auteurs de cette étude ont 
mis en évidence une variation spatiale (i.e., entre les différentes régions 
géographiques du Brésil) du niveau de différenciation génétique entre des 
individus de différentes origines ethniques (Suarez-Kurtz et al., 2012a). Parmi 
les variants concernés par cette hétérogénéité géographique et ethnique se 
trouvent des variants d’importance en pharmacogénétique, situés dans les 
gènes ABCB1, CYP3A5, SLCO1B1, SLCO1B13 et VKORC1 (Suarez-Kurtz et al., 
2012b). 
 
En Inde, où la diversité génétique est particulièrement élevée, notamment du 
fait de différences dans l’histoire démographique des sous-populations, 
d’une grande diversité socio-culturelle et linguistique et de niveaux élevés 
d’endogamie, des disparités dans la distribution de variants situés dans les 
pharmacogènes ont été observées (Indian Genome Variation Consortium, 
2008). C’est le cas par exemple des SNPs rs1056827 de CYP1B1, rs4147536 de 
ADH1B et rs1042713 de ADRB2 qui affichent une répartition inégale entre les 
différents groupes socio-culturels et linguistiques. Ce dernier est associé avec 
une mauvaise réponse au salbutamol, un antiasthmatique, chez des patients 
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indiens (Kukreti et al., 2005). En conséquence, le label « indien » 
classiquement utilisé dans les études génétiques, n’est pas adéquat pour 
tenir compte des différences observées entre les groupes ethnolinguistiques 
du pays car il suppose à tort une homogénéité génétique de l’Inde et risque 
d’entraîner une mauvaise interprétation des résultats des études 
d’associations réalisées sur la réponse aux médicaments. 
 
Par ailleurs, une diversité pharmacogénétique intra-populationnelle peut être 
observée y compris dans un pays comme la Finlande, où le degré de 
mélange des individus de diverses origines ethniques est moindre. C’est le cas 
des gènes CYP2C9 et CYP2C19 dont la distribution entre les régions Est et 
Ouest du pays est hétérogène (Sistonen et al., 2009), ce qui peut être dû à 
l’histoire différentielle du peuplement de ces deux régions géographiques : 
les populations vivant dans la région Est ont été plus affectées par des effets 
fondateurs et la dérive génétique que celles vivant à l’Ouest du pays 
(Sajantila et al., 1996).  
 
Cette disparité pharmacogénétique intra-populationnelle soulève des 
difficultés pour les autorités nationales réglementant l’usage des 
médicaments, notamment dans la formulation de directives qui soient 
adaptées à l’ensemble des individus de la population.  
Importante diversité pharmacogénétique des populations africaines  
De manière générale, les études qui ont exploré le degré de différenciation 
génétique des populations humaines pour les pharmacogènes ont remarqué 
que les populations africaines se distinguent le plus des autres populations. 
Par exemple, les études comparant la différenciation génétique entre paires 
de populations ont observé un niveau de différenciation plus important 
(valeurs de FST plus élevées) lorsqu’une population africaine est incluse dans 
la comparaison (Chen et al., 2010b; Kim et al., 2012; Li et al., 2011). La 
différenciation élevée de l’Afrique par rapport au reste du monde est à la fois 
quantitative (nombre de gènes concernés par une différenciation génétique 
importante) et qualitative (valeurs de FST ou de deltaMAF). Cette observation 
a été faite quel que soit le niveau de regroupement géographique des 
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individus : continental (Chen et al., 2010b; Kim et al., 2012; Nelson et al., 2012; 
Yasuda et al., 2008)(Li et al., 2011) ou intra-populationnel (Suarez-Kurtz et al., 
2012b) ; mais aussi quel que soit le jeu de pharmacogènes : qu’il s’agisse de 
un (Fuselli et al., 2010; Wooding et al., 2002) ou de plusieurs gènes (Li et al., 
2011; Polimanti et al., 2012) impliqués dans la pharmacocinétique des 
médicaments ; de un (cf. étude de VKORC1 présentée dans la partie 2 de 
cette thèse) ou de plusieurs gènes (Nelson et al., 2012) impliqués dans la 
pharmacodynamie ; ou les pharmacogènes majeurs (gènes VIP) 
comprenant des gènes de toutes les catégories pharmacogénétiques (Chen 
et al., 2010b).  
 
Cette grande diversité pharmacogénétique des populations africaines est 
bien illustrée par l’exemple de l’allèle défectueux CYP3A5*3, qui lorsqu’il est 
porté à l’état homozygote conduit à une absence d’expression de l’enzyme 
CYP3A5 (Kuehl et al., 2001). Alors qu’il affiche des fréquences homogènes en 
Europe et en Asie (Dandara et al., 2014), cet allèle est présent en Afrique à 
des fréquences très variables entre les populations (allant de 4 à 81 %), ainsi 
qu’au sein de différents groupes ethniques d’une même population (de 29 à 
65 % en Éthiopie, de 23 % à 40 % au Cameroun) (Bains et al., 2013). Le 
CYP3A5 participant à la biotransformation d’un grand nombre de 
médicaments, notamment des anti-infectieux couramment utilisés en Afrique 
tels que les antituberculeux, antirétroviraux et antipaludiques, cette 
hétérogénéité de distribution de l’allèle CYP3A5*3 est susceptible d’entraîner 
des différences significative de réponse à ces médicaments dans les 
populations africaines (Dandara et al., 2014). 
 
De plus, certains variants génétiques susceptibles d’impacter la réponse aux 
médicaments sont retrouvés exclusivement dans les populations africaines, 
comme c’est le cas de l’allèle CYP2D6*17 qui entraîne une activité 
enzymatique du CYP2D6 diminuée (Masimirembwa and Hasler, 1997). En 
effet, la diversité génétique du gène CYP2D6 est supérieure dans les 
populations africaines que dans les populations européennes (Fuselli et al., 
2010). Les relations génotype-phénotype établies dans les populations 
européennes pour ce gène ne sont pas toujours retrouvées dans les 
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populations africaines chez qui, de surcroît, on ne cesse de découvrir de 
nouveaux variants (Dandara et al., 2014). Le polymorphisme du CYP2D6 est 
notamment susceptible d’influencer la réponse au traitement de nombreux 
médicaments utilisés en psychiatrie, comme les antipsychotiques et 
antidépresseurs (Masimirembwa and Hasler, 1997), mais aussi celle du 
tamoxifène, un anticancéreux utilisé dans le traitement du cancer du sein 
(Province et al., 2014), et de la primaquine, molécule utilisée dans le 
traitement du paludisme à Plasmodium vivax et Plasmodium ovale (Bennett 
et al., 2013). Un autre exemple concerne la mutation Asp36Tyr du gène 
VKORC1, conférant un phénotype de résistance aux AVK, qui est 
essentiellement retrouvée dans les populations africaines (Aklillu et al., 2008). 
 
Lien entre variabilité pharmacogénétique et différences inter-
populationnelles dans les phénotypes de réponse aux médicaments  
L’hétérogénéité de répartition des variants pharmacogénétiques peut 
expliquer des différences de réponse aux médicaments observées entre 
populations. Par exemple, une étude se concentrant sur les gènes impliqués 
dans la réponse aux anticancéreux (anthracyclines, dérivés du platine, 
fluorouracile, vincristine), antirétroviraux et antimycobactériens (névirapine, 
rifampicine, éfavirenz, ténofovir) a remarqué que les variants associés à une 
mauvaise réponse à ces médicaments (efficacité diminuée et/ou toxicité 
augmentée) étaient plus présents dans les populations africaines que dans 
les populations européennes, alors que les variants associés à une meilleure 
réponse étaient plus présents dans ces dernières (Aminkeng et al., 2014). Ces 
différences génétiques pourraient expliquer le fait que les épisodes de 
réponse à ces molécules altérée (augmentation du taux de survenue d’effets 
indésirables, diminution de la réponse thérapeutique) soient plus 
fréquemment observés dans les populations africaines en comparaison des 
populations européennes. Par ailleurs, une méta-analyse de la répartition des 
variants pharmacogénétiques impliqués dans la réponse aux molécules 
utilisées dans le traitement du cancer colorectal (fluorouracile, irinotécan, 
oxaliplatine, capécitabine) entre des patients originaires d’Asie de l’Est ou 
d’Europe a montré que les variants associés à des taux de toxicité plus faibles 
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étaient plus souvent retrouvés chez les sujets asiatiques. Cette observation 
peut être reliée au plus faible taux de survenue d’effets indésirables en 
réponse à ces traitements chez ces sujets (Loh et al., 2013). 
 
Ces observations illustrent l’intérêt de l’étude de la différenciation génétique 
observée entre les populations humaines pour les pharmacogènes, qui 
permet d’expliquer une partie de la variabilité inter-populationnelle dans la 
réponse aux médicaments.  
Limites de ces études  
Bien qu’ayant permis des découvertes intéressantes sur la compréhension de 
la variabilité inter-populationnelle de la réponse à certains médicaments, ces 
études sont également sanctionnées par un certain nombre de limites se 
rapportant : 
- Au nombre et au type de gènes étudiés : en effet certaines études se 
concentrent sur un seul ou sur un petit nombre de gènes candidats (Fuselli 
et al., 2010; Sabbagh et al., 2011; Sistonen et al., 2009; Suarez-Kurtz et al., 
2012c; Wilson et al., 2001) ; ou se concentrent très majoritairement sur les 
gènes de la pharmacocinétique (Chowbay et al., 2008; Li et al., 2011; Man 
et al., 2010; Polimanti et al., 2012; Ramos et al., 2013; Wilson et al., 2001). Ou 
alors il s’agit de gènes choisis pour leur implication dans la réponse à des 
molécules bien précises, comme les anticancéreux (Aminkeng et al., 2014; 
Loh et al., 2013), si bien qu’elles ne permettent pas d’analyser la 
différenciation génétique des populations humaines pour la réponse aux 
médicaments en général. 
- Aux populations analysées, soit de par leur faible nombre (Kim et al., 2012; 
Suarez-Kurtz et al., 2012a), soit parce qu’elles sont souvent restreintes à des 
populations d’origine européenne ou asiatique (Kim et al., 2012; Loh et al., 
2013; Man et al., 2010). En effet, comme nous l’avons vu, il est important 
d’inclure un nombre suffisant de populations dans les études de 
pharmacogénétique, en particulier dans les régions du monde où une 
forte hétérogénéité génétique entre populations est observée, comme en 
Inde ou en Afrique. 
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- Aux méthodes employées qui ne permettent pas d’identifier correctement 
les profils de différenciation génétique atypiques. D’une part parce qu’un 
certain nombre d’études se contentent de fournir une description des 
fréquences alléliques sans estimer la différenciation génétique des 
populations avec des indices appropriés tel que le FST (Aminkeng et al., 
2014; Chowbay et al., 2008; Loh et al., 2013; Man et al., 2010; Ramos et al., 
2013). D’autre part parce que même lorsque l’indice FST est employé, les 
valeurs estimées ne sont pas comparées à des distributions empiriques 
construites à partir de variants non pharmacogénétiques répartis sur le 
génome entier, ne rendant pas possible l’estimation de leur significativité 
statistique (Chen et al., 2010b; Kim et al., 2012; Suarez-Kurtz et al., 2012a). 
On ne peut ainsi déterminer si les profils de différenciation génétique 
observés sont extrêmes par rapport à la variation du reste du génome. De 
plus, les valeurs de FST estimées ne sont jamais interprétées en fonction de 
la MAF des variants considérés, qui pourtant, comme nous l’avons expliqué 
dans le chapitre 2 de la partie 1, influe sur la valeur de FST.  
- Enfin, aux données génétiques utilisées, qui sont en large majorité des 
données de génotypage ne permettant pas de capturer la totalité de la 
variation génétique des gènes étudiés, notamment pas les variants rares et 
peu fréquents. De surcroît, ces données sont affectées par le biais de 
découverte des variants (ascertainment bias) dont nous avons déjà parlé, 
qui conduit à une représentation biaisée de la variabilité génétique des 
populations, en particulier à une sous-représentation des variants non 
présents dans les populations du panel de découverte des variants. 
 
2. Exemples de gènes de la réponse aux 
médicaments soumis à l’action de la sélection 
naturelle 
L’intérêt d’étudier l’impact de la sélection naturelle sur les gènes de la 
réponse aux médicaments est double. D’une part cela permet d’améliorer 
notre compréhension des phénomènes d’adaptation des populations 
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humaines à leur environnement chimique. D’autre part, étant donné que la 
sélection naturelle agit sur les phénotypes et cible donc les variants 
directement impliqués dans la détermination de ces derniers, l’étude des 
signaux de sélection a le potentiel de déceler des gènes et des variants 
présentant une différenciation génétique atypique entre les populations, 
potentiellement responsables d’une partie des différences inter-
populationnelles de réponse aux médicaments. 
 
Aujourd’hui, les preuves que la sélection naturelle a agi sur les gènes de la 
réponse aux médicaments sont nombreuses et concernent aussi bien des 
gènes de la pharmacocinétique, par exemple certains gènes du cytochrome 
P450 (Polimanti et al., 2012) dont les gènes de la superfamille CYP3A 
(Thompson et al., 2004) et CYP1A2 (Wooding et al., 2002) ; que des gènes de 
la pharmacodynamie, par exemple le gène DRD2 qui code pour le 
récepteur de la dopamine (Lao et al., 2007) et le gène VKORC1 dont nous 
venons de présenter l’étude détaillée.  
 
L’étude systématique de Li et al. (2011) de 283 gènes de la 
pharmacocinétique a mis en évidence que le partage des signaux de 
sélection dans les différentes populations d’une même région géographique 
différait selon la région considérée : alors que les signaux de sélection sont le 
plus souvent sporadiques en Afrique, ils sont mieux répartis dans les autres 
régions du monde (Li et al., 2011). 
 
Les pressions de sélection sur les pharmacogènes, nous l’avons vu, pourraient 
être reliées à des phénomènes d’adaptation des populations en réponse à 
des changements de l’environnement chimique, notamment alimentaire. 
Deux études ont ainsi montré que la répartition des variants génétiques des 
pharmacogènes CYP2D6 (Fuselli et al., 2010) et NAT2 (Sabbagh et al., 2011) 
pouvait être reliée à des différences de mode de vie et d’alimentation. 
 
Bien que les résultats de ces études suggèrent un rôle prépondérant de la 
sélection naturelle dans la différenciation génétique des populations 
humaines pour les gènes de la réponse aux médicaments, elles présentent 
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certaines limites pour différentes raisons relatives aux nombres de gènes 
explorés, aux populations analysées et aux tests de sélection employés. Par 
exemple, l’analyse de sélection de Polimanti et al. (2012) n’utilise que le test 
iHS, appliqué dans seulement trois populations sur un faible nombre de 
variants (Polimanti et al., 2012). L’étude de Li et al. (2011) n’emploie que des 
tests de sélection adaptés à détecter des balayages sélectifs complets ou 
presque complets sur des données de génotypage (Li et al., 2011). Par 
ailleurs, rares sont les études qui permettent de démontrer clairement la 
présence d’une signature génomique de sélection naturelle comme c’est le 
cas par exemple pour le gène ADH1B en Asie de l’Est (Li et al., 2008a) et NAT2 
dans des populations d’Eurasie (Patin et al., 2006a). De telles études 
requièrent un travail approfondi centré sur le gène, combinant l’analyse de 
la diversité allélique et haplotypique à une échelle géographique fine à celle 
de la sélection naturelle qui elle-même nécessite l’emploi de plusieurs tests, si 
possible complémentaires, appliqués à des données génétiques denses.  
 
Dans l’étude présentée ci-après, nous avons quantifié la différenciation 
pharmacogénétique de 14 populations mondialement réparties dont trois 
populations africaines. L’utilisation de données de séquençage nous a permis 
d’avoir une couverture génétique très dense, favorisant la détection de 
nouveaux variants pharmacogénétiques d’intérêt qui, de par leur extrême 
différenciation, pourraient expliquer les différences de réponse aux 
médicaments entre les populations humaines. 
Contrairement à la plupart des études de génétique des populations 
réalisées sur les gènes de la réponse aux médicaments, nous avons utilisé une 
approche exhaustive analysant l’ensemble des gènes majeurs impliqués dans 
la réponse aux médicaments, sans nous concentrer sur des gènes impliqués 
dans la réponse à des médicaments particuliers, ou appartenant à une 
catégorie pharmacogénétique particulière. Notre étude nous permet ainsi 
de couvrir des gènes associés à la réponse à un grand nombre de molécules 
et impliqués dans les différentes phases de la réponse aux médicaments. 
  164
 
. 
Partie 3 – Étude des pharmacogènes majeurs 
 165 
Chapitre 2 
 
Analyse de la différenciation génétique 
des populations humaines pour les 
pharmacogènes majeurs et rôle de la 
sélection positive  
 
 
Nous présentons dans ce chapitre l’analyse des profils de différenciation 
génétique entre 14 populations humaines pour les gènes majeurs de la 
réponse aux médicaments. Nous nous sommes intéressés dans ce travail aux 
profils de différenciation extrêmes (c’est-à-dire aux valeurs de FST les plus 
élevées), que nous avons cherché à expliquer par la détection de la 
sélection positive. 
 
1. Résumé de l’article 2 
L’étude que nous présentons dans les pages qui suivent a pour objectifs : 
(1) de décrire les profils de différenciation génétique des populations 
humaines pour les gènes de la réponse aux médicaments ; 
(2) d’évaluer comment ces profils diffèrent en fonction de la catégorie 
pharmacogénétique à laquelle appartiennent ces gènes ; 
(3) d’identifier les variants génétiques qui présentent un profil de 
différenciation génétique atypique par rapport à la variation 
globale du génome ; 
(4) d’évaluer le rôle de la sélection dans la détermination de ces profils 
de différenciation extrêmes, 
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(5) de fournir une liste de nouveaux variants pharmacogénétiques, qui 
pourraient expliquer une partie des différences de réponse aux 
médicaments observés entre les populations et les individus. 
Pour conduire cette étude, nous avons choisi les 45 gènes majeurs impliqués 
dans la réponse aux médicaments : les gènes VIP, sélectionnés par les 
investigateurs du PGRN au travers de la base de données PharmGKB 
(http://www.pharmgkb.org/)9. 
 
Nous avons, de façon systématique, quantifié le niveau de différenciation 
génétique global de l’ensemble des variants de type SNV des 45 gènes VIP 
identifiés dans le Projet 1000 Génomes, en utilisant l’indice de fixation FST. 
Celui-ci a été calculé à deux niveaux : entre continents (FST intercontinental) 
et entre populations (FST inter-populationnel). Afin de déterminer si les valeurs 
de FST obtenues pour ces variants reflétaient une différenciation génétique 
atypique par rapport à la variation de fond du génome, nous les avons 
comparées à celles d’une distribution génome entier incluant 25 millions de 
variants génétiques indépendants de la base de données 1000 Génomes, en 
tenant compte de leur position dans le gène et de leur effet sur la protéine. 
Nous avons ainsi calculé deux P-values empiriques pour chacun des variants 
de la réponse aux médicaments : une correspondant à la distribution du FST 
génome entier (distribution empirique principale), et une correspondant à la 
sous-distribution n’incluant que les variants ayant la même annotation 
fonctionnelle que le variant testé (sous-distribution empirique). Nous avons 
considéré qu’un variant présentait un profil de différenciation génétique 
extrême si ces deux P-values étaient inférieures au seuil de signification 0,05. 
 
Au total, nous avons identifié 636 variants présentant un profil de 
différenciation géographique extrême parmi les 9 695 variants étudiés, soit 
une proportion de 6,6 %, ce qui représente un excès par rapport à la 
proportion observée pour l’ensemble des variants du génome (3,1 %, P < 10-
8). Parmi eux figurent 12 variants connus pour jouer un rôle important dans la 
                                                 
9 Au moment où nous avons constitué cette liste en juin 2012, elle contenait en réalité 46 gènes 
VIP. Nous avons exclu de nos analyses le gène G6PD, situé sur le chromosome X. Cette liste 
régulièrement actualisée comprend aujourd’hui 51 gènes, incluant les nouveaux gènes 
CYP2C8, CYP2E1, EGFR, NAT2 et SLC22A1. Le gène NAT2 fera l’objet d’une étude à part 
entière, présentée dans la partie 4 de ce document. 
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réponse aux médicaments, annotés comme « variants clés » dans la base 
PharmGKB. 
 
Afin d’évaluer si le degré de différenciation génétique différait selon le rôle 
des gènes VIP dans la réponse aux médicaments, nous avons comparé la 
proportion de variants présentant un profil de différenciation génétique 
atypique entre les différentes catégories pharmacogénétiques à l’aide de 
tests non paramétriques. De manière intéressante, nous avons observé que 
cette proportion était supérieure pour les variants de la pharmacodynamie 
par rapport à ceux de la pharmacocinétique (7,4 % vs 6,2 %, P = 0,027). Des 
différences ont également été observées entre les différentes catégories 
pharmacocinétiques, avec un excès de variants extrêmement différenciés 
dans les catégories « métabolisme de phase II » et « gènes modificateurs » 
(respectivement 10,2 % et 15,9 %), en comparaison avec les catégories            
« métabolisme de phase I » et « transport » (respectivement 5,3 % et 6,2 %). 
 
L’application d’un outil bioinformatique de prédiction de l’effet fonctionnel 
des 636 variants présentant un profil de différenciation géographique 
atypique nous a permis d’identifier 35 variants ayant une forte probabilité 
d’avoir un impact sur la fonction ou l’expression de la protéine produite. Ces 
variants constituent donc de bons candidats pour intervenir dans la variabilité 
de réponse aux médicaments observée entre les populations et les individus.  
 
Ces 35 variants, ainsi que les 12 variants clés précédemment identifiés, 
appartiennent à 13 gènes VIP. Pour chacun d’eux, nous avons recherché la 
présence de signatures moléculaires de la sélection positive, en appliquant 
différentes méthodes spécialement adaptées à la détection de ce type de 
sélection : les tests iHS, XP-EHH et XP-CLR. Nous avons détecté un signal de 
sélection pour 11 des 13 gènes étudiés, révélant le rôle capital de la sélection 
naturelle dans les profils de différenciation géographique des variants 
pharmacogénétiques et, probablement, dans la détermination de la 
variabilité de réponse aux médicaments observée aujourd’hui entre les 
populations humaines. 
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2. Article 2 
Patillon B, Luisi P, Letort S, Laayouni H, Génin E, Sabbagh A. Global patterns of 
population genetic differentiation for genes involved in drug response. En 
cours de rédaction. 
 
Les parties Matériel & Méthodes et Résultats sont présentées ci-après dans un 
format article et sont rédigées en anglais. La partie Discussion, rédigée en 
français, fait l’objet de la dernière partie (2.3) de cette partie 3. Les 
découvertes et limites de notre étude y sont discutées, et les résultats 
concernant les 13 gènes d’intérêt sont synthétisés à travers un tableau bilan. 
Les Figures et Tables supplémentaires sont présentées en Annexe 2. 
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2.1. Matériel & Méthodes  
 
Data retrieval 
Whole-genome variation data generated by the 1KG project in 1,089 unrelated individuals 
was directly downloaded from the 1000 Genomes ftp site 
(ftp://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/vol1/ftp/release/20110521/), using the phase 1 integrated 
release version 3 of April 2012 (The 1000 Genomes Project Consortium et al., 2012). The 
1,089 individuals are drawn from 14 different populations in sub-Saharan Africa, Europe, 
East Asia, and the Americas (Figure S1): Yoruba in Ibadan, Nigeria (YRI); Luhya in 
Webuye, Kenya (LWK); people with African ancestry in the Southwest United States (ASW); 
Utah residents with Northern and Western European ancestry (CEU); Tuscans in Italy (TSI); 
British in England and Scotland (GBR); Finnish in Finland (FIN); Iberians in Spain (IBS); 
Han Chinese in Beijing, China (CHB); Southern Han Chinese in China (CHS); Japanese in 
Tokyo, Japan (JPT); people with Mexican ancestry in Los Angeles, California (MXL); 
Colombians in Medellin, Colombia (CLM); and Puerto Ricans in Puerto Rico (PUR). From 
the vcf (variant call format) files, we extracted exclusively the low-coverage SNV calls 
obtained using VQSR (Variant Quality Score Recalibrator method) in order to avoid any bias 
that might result from differences between low-coverage whole-genome calls and high-
coverage exome SNV calls. A total of 36,382,866 autosomal SNVs were considered for 
analysis after exclusion of indels and variants that were not seen at least twice in the 1,089 
individuals (i.e., singletons). A functional annotation of SNVs was performed using 
classification from the dbSNP database (build 137) (http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgTables:SNV137.txt). SNVs were assigned to two main classes: genic and nongenic 
SNVs. Genic SNVs were further classified as intronic, 5’-UTR, 3’-UTR, coding synonymous, 
coding non-synonymous or splice-site. Derived allele frequencies (DAF) were calculated 
using ancestral allele information provided by the 1000 Genomes Consortium 
(ftp://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/vol1/ftp/phase1/analysis_results/supporting/ancestral_align
ments/). 
 
Selection of genes and variants involved in drug response 
Pharmacogenes were chosen using the Pharmacogenomics Knowledge Base (PharmGKB; 
www.pharmgkb.org) (Hewett et al., 2002; Klein et al., 2001) which provides a list of the most 
important genes involved in drug response. In June 2012, a list of 46 genes, annotated as Very 
Important Pharmacogenes (VIPs) by the investigators of the Pharmacogenetic Research 
Network (PGRN), was available. We discarded G6PD located on the X chromosome. 
Analyses were performed on the whole set of genes (N=45) as well as subsets defined 
according to the two pharmacogenetic categories: pharmacokinetics (PK) (N=25) and 
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pharmacodynamics (PD) (N=20). PK genes were further subdivided into phase I metabolism 
(N=14), phase II metabolism (N=5), transporter (N=3) and modifier (N=3) genes (Figure 3.1 
and Table S1). Within each VIP gene, key variants of known clinical relevance are listed in 
PharmGKB through the VIP summary (Hernandez-Boussard et al., 2008, Mc Donagh et al., 
2011). These variants were selected by PGRN members and are annotated with evidence of 
either in vitro or in vivo functional effect on drug response. Albeit not exhaustive, this list 
contains the most commonly studied variants and those repeatedly associated with drug effect 
(Peters and McLeod, 2008). We considered all 1KG variants occurring within each VIP gene 
and their 2-kb flanking regions, resulting in a total of 9695 SNVs including 90 key variants 
(Table S1, Figures S2 and S3).  
 
Population genetic differentiation 
Global levels of population genetic differentiation in the 45 VIP genes were evaluated by 
using the fixation index FST (Wright, 1951), which quantifies the proportion of genetic 
variance explained by allele frequency differences among populations. FST ranges from 0 (for 
genetically identical populations) to 1 (for completely differentiated populations). FST scores 
were computed for the 9695 VIP variants using the BioPerl module PopGen (Stajich et al. 
2002) at two different levels: (i) among populations (inter-population FST) and (ii) among 
continental regions (inter-continental FST), i.e. when the individual samples were grouped into 
major geographical regions (Africa, Europe, East Asia, and America) according to their 
predominant component of ancestry.  
Extreme values of FST can result from natural selection but also from nonselective events 
such as demographic changes and genetic drift. Because such nonselective processes 
randomly act on the genome, they are expected to have the same average effect across the 
genome, in contrast to natural selection, which impacts population differentiation in a locus-
specific manner. The genome-wide variation data provided by the 1KG project can thus be 
used to infer the action of natural selection by adopting an outlier approach (Kelley et al. 
2006). For that purpose, we built nine empirical distributions of the FST statistic by 
considering different subsets of SNVs defined according to their physical location and/or 
functional impact. To obtain distributions of likely independent observations, a LD-based 
pruning procedure was applied to each of these nine subsets using Plink (Purcell et al., 2007) 
with default parameters (pruning based on a variance inflation factor of at least 2 within each 
sliding window of 50 SNVs with a step of five SNVs). This resulted for instance in a total of 
25,532,386 independent autosomal SNVs included in the genome-wide empirical distribution. 
Summary statistics of the nine empirical distributions (genome-wide, nongenic, genic, 
intronic, 5’UTR, 3’UTR, coding synonymous, coding non-synonymous and splice-site) are 
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provided in Table S2. These distributions were then used as references to assess whether the 
patterns of genetic differentiation observed at the 9695 VIP variants were atypical. Since we 
were interested in detecting signals of positive selection, we focused on the upper tail of the 
FST distributions. Therefore, the estimated P-value corresponds to the proportion of FST scores 
in the empirical distribution that are higher or equal to the value observed at the locus of 
interest. Since FST strongly correlates with heterozygosity (Barreiro et al., 2008; Beaumont 
and Nichols, 1996; Elhaik 2012), empirical P-values were calculated within bins of SNVs 
grouped according to their global MAF. A total of 27 bins were considered for the whole 
MAF range: 10 bins of size 0.001 for MAF between 0 and 0.01, 9 bins of size 0.01 for MAF 
between 0.01 and 0.10, and 8 bins of size 0.05 for MAF between 0.10 and 0.50.  
 
Linkage disequilibrium analyses 
Strength of LD between pairs of markers was measured as r
2 
(Hill, 1968) using Plink software 
(Purcell et al., 2007). 
 
In-silico prediction of SNV’s functional effects 
The F-SNP method
 
(http://compbio.cs.queensu.ca/F-SNP/) was applied to assess the potential 
functional effect of SNVs (Lee and Shatkay, 2008). This integrative scoring method combines 
assessments from 16 independent computational tools and databases, using a probabilistic 
framework that takes into account both the certainty of each prediction and the reliability of 
the different tools depending on the physical and functional annotation of the specific variant 
tested. It provides a functional significance (FS) score that quantitatively measures the 
possible deleterious effect of the tested SNV at the splicing, transcriptional, translational and 
post-translational levels. An FS score of 0.5 is considered as the cutoff point for predicting a 
deleterious effect (Lee and Shatkay, 2009). 
 
Detection of signatures of positive selection 
To search for genetic footprints of positive selection in VIP genes, we used three 
complementary approaches based on the site frequency spectrum (Tajima’s D), allele 
frequency differentiation (XP-CLR) and local haplotype structure (iHS and XP-EHH). 
Tajima’s D (Tajima 1989) is a classical neutrality test that compares estimates of the number 
of segregating sites and the average number of pairwise differences between nucleotide 
sequences (π). A zero value of the test statistic D is expected under the null hypothesis of 
selective neutrality, whereas a positive value (excess of low-frequency variants) is considered 
as indicative of positive selection. The XP-CLR test (Chen et al. 2010) identifies selective 
sweeps in a population by detecting significant allele frequency differentiation in an extended 
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genomic region surrounding the locus of interest as compared to a reference population. 
Finally,two methods based on the extended haplotype homozygosity (EHH) measure, i.e. the 
sharing of identical alleles across relatively long distances by most haplotypes in a population 
sample (Sabeti et al. 2002), were applied. The first method, the integrated haplotype score 
(iHS)
 
(Voight et al. 2006)
 
compares the rate of EHH decay observed for both the derived and 
ancestral alleles at each core SNV. An extremely positive or negative value at the core SNV 
provides evidence of positive selection with unusually long haplotypes carrying the ancestral 
or the derived allele, respectively. The second method, the XP-EHH statistic (Sabeti et al. 
2007) compares the integrated haplotype score computed in a test population versus that of a 
reference population. All selection tests were performed in three different populations of 
West African, Northern European and East Asian ancestry (YRI, CEU, CHB) using the 1000 
Genomes Selection Browser 1.0 (http://hsb.upf.edu) (Pybus et al. 2014). Briefly, Tajima's D 
was calculated using a sliding window approach with a window size of 30 kb and a 3 kb 
offset. XP-CLR scores were computed at regularly spaced grid points (every 4 kb) using SNV 
genotypes within overlapping windows of 0.2 cM around each grid point (maximal number of 
SNVs within each window set to 300). iHS and XP-EHH scores were calculated at each 
polymorphic position. Statistical significance of the different test statistics was assessed using 
an empirical approach based on the genome-wide distribution of the computed scores (Pybus 
et al. 2014). We considered the presence of a positive selection signal in a given gene if (a) at 
least 10% of the computed scores were significant at the 0.05 genome-wide significance 
threshold for at least one of the four selection tests (with a minimum number of significant 
scores set to four) or if (b) at least 5% of the computed scores (with a minimum of four 
scores) were significant at the 0.05 genome-wide significance threshold for at least two of the 
four selection tests. 
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2.2. Résultats et Figures  
 
Detection of unusual patterns of genetic differentiation  
We investigated the global patterns of genetic differentiation across 14 worldwide 
populations in four continents for 9695 variants of 45 major genes involved in human drug 
response, using the FST index computed at the inter-population and inter-continental levels. To 
determine whether these patterns are atypical compared to the remaining variation of the 
genome, P-values were estimated from empirical distributions built from the genome 
background using the whole-genome variation data provided by the 1KG project (The 1000 
Genomes Project Consortium et al., 2012) (see Materials and Methods). Each genetic variant 
was assigned a ‘main P-value’ derived from the genome-wide empirical distribution and a 
‘subset P-value’ derived from the distribution including the subset of SNVs having a similar 
location and/or functional impact than the SNV of interest (i.e., nongenic, near gene, intronic, 
5’UTR, 3’UTR, coding synonymous, coding non-synonymous and splice site). We 
considered that any variant having both the main and subset P-values below 0.05 displays an 
unusual pattern of genetic differentiation. Full results for the 9695 VIP variants are provided 
in Table S3. 
Considering the inter-population FST, an atypical pattern of geographic differentiation was 
observed for 636 variants out of the 9695 (6.6%) (Figure 3.2). Very similar results were 
obtained with the inter-continental FST (Table S3), with a high correlation between the two 
FST indices (Pearson's correlation coefficient = 0.992, P-value < 10
-5
) (Figure S4A). It is 
interesting to note that most variants (79%) with a significant inter-continental FST score have 
also a significant inter-population FST (Figure S4B). We therefore decided to focus on the 
inter-population FST results in the following analyses. 
The proportion of 6.6% of variants with a significant inter-population FST (with both the main 
and subset P-values < 0.05) is well above the proportion observed at the genome-wide level 
(3.1%), denoting an excess of highly differentiated variants in genes involved in drug 
response (chi-square test with 1 degree of freedom (df = 410, P-value = 3 x 10
-91
) (Figure 
3.3A). This is particularly true for variants located in PD genes (7.4%) as compared to PK 
genes (6.2%), with a significant difference between these two proportions (chi-square test 
with 1 df = 4.9, P-value = 0.028 (Figure 3.3A). The FST and empirical P-values distributions 
were also significantly different between PD and PK variants (Kolmogorov-Smirnov test, P-
values = 1.02 x 10
-5
 and 0.015 for the inter-population FST and main empirical P-value, 
respectively). A significant heterogeneity in the proportion of highly differentiated variants 
was also observed among the four PK subcategories (phase I metabolism, phase II 
metabolism, transporter and modifier genes) (chi-square test with 3 df = 63.9, P-value = 8.7 x 
Chapitre 2 – Différenciation pharmacogénétique des populations et sélection  
 174
10
-14
). While all four categories exhibited proportions significantly higher than the genome-
wide average (all P-values < 10
-8
), genes involved in phase II metabolism and modifier genes 
showed remarkably high values (10.2% and 15.9%, respectively) compared to genes involved 
in phase I metabolism and transport (5.3% and 6.2%, respectively) (Figures 3.3A and 3.3B). 
Similar results were obtained when considering the distributions of FST and empirical P-
values, with a significant heterogeneity among the four PK subcategories (Kruskal-Wallis 
test, P-value < 2.2 x 10
-16
 for both FST and main P-value distributions).  
Interestingly, 12 out of the 90 VIP key variants (13.3%) are present among the 636 highly 
differentiated SNVs (Figure 3.2). These 12 key variants are located in eight VIP genes 
involved in both PK (ADH1A, ADH1B, CYP2D6, CYP3A4 and P2RY1) and PD processes 
(DRD2, VDR and VKORC1) (Table 3.1 and Figure 3.4). Given the known functional impact 
of these polymorphisms, their peculiar geographical distribution is likely to explain some of 
the observed population heterogeneity in drug treatment effects. They are all common in 
humans (global MAF ≥ 0.20), except the low-frequency (global MAF ≤ 0.05) 
nonsynonymous substitutions in CYP2D6 (rs61736512, rs28371706 and rs59421388) and 
ADH1B (rs2066702) (Table 3.1). The range of variation of the DAF across the 14 worldwide 
populations (ΔDAF) greatly varies among variants, ranging from 0.16-0.23 for the three 
CYP2D6 SNVs to 0.93 for the two VKORC1 SNVs (Figure 3.4). Note the high allelic 
correlation between the two key variants rs61736512 and rs59421388 in CYP2D6 (r
2
 = 0.97 
in the global sample of 1089 individuals) and between the promoter rs9923231 and intronic 
rs9934438 variants in VKORC1, in complete LD with each other (r
2
 = 1.0). The highest inter-
population FST values are observed for the promoter variant rs2740574 in CYP3A4 (FST = 
0.60, subset P-value = 0.0006) and for the nonsynonymous substitution rs1229984 in ADH1B 
(FST = 0.59, subset P-value = 0.002). These high FST scores are explained by a significantly 
lower frequency of the derived allele T of rs2740574 in African populations as compared to 
non-Africans (0.24 vs 0.96, chi-square test 1df = 1230, P-value = 1.7 x 10
-269
) and by a 
significantly higher frequency of the derived allele T of rs1229984 in East Asians as 
compared to other world populations (0.73 vs 0.03, chi-square test 1 df = 1240, P-value = 1.2 
x 10
-271
). They are then followed by the two linked variants rs9923231 and rs9934438 in 
VKORC1 (FST = 0.39, subset P-value = 0.004), which exhibit a wide variation in the DAF 
between East Asians and Africans (0.92 vs 0.07, respectively, chi-square test 1df = 766, P-
value = 1.5 x 10
-168
). For seven of the 12 key variants, Africa appears as the most 
differentiated continental region, followed by East Asia for four other variants. Interestingly, 
American populations exhibit allele frequencies very similar to those observed in Europeans, 
probably as a result of the high level of European admixture in these samples (1000 Genomes 
Project Consortium et al., 2012). The highest intra-continental variation in allele frequencies 
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is observed in Africa. The Iberian Spanish population differs markedly from other Europeans 
for two key variants (rs975833 in ADH1A and rs6277 in DRD2).  
 
Identification of putative deleterious variants  
To distinguish among the 636 variants showing an unusually strong pattern of geographic 
differentiation, those that are the most likely to affect protein structure or function, we used 
the F-SNP tool (Lee and Shatkay, 2008, 2009) to evaluate putative functional effects with 
respect to four major bio-molecular functions (splicing, transcription, translation and post-
translational modification). A total of 35 variants in 11 VIP genes (ADH1A, ADH1B, AHR, 
CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6, DRD2, F5, GSTT1, P2RY1, and VKORC1) exhibited an FS 
score ≥ 0.5, suggesting a potentially deleterious effect (Table 3.2 and Figure S5). These 
variants are good candidates to explain between-population variation in drug response 
phenotypes. They include four of the 12 key variants mentioned before (Table 3.2). Most of 
them (26 out of 35) have a global MAF ≥ 0.05. Two variants in ADH1B, located in the 
upstream regulatory region of the gene, display the highest inter-population FST values: 
rs3811801 (FST = 0.56, subset P-value = 0.001) and rs2070898 (FST = 0.40, subset P-value = 
0.007). The derived alleles of both SNPs are significantly more frequent in East Asia (Figure 
3.5), while not being in significant LD with each other. In particular, the rs3811801 A allele 
occurs at a high frequency in East Asia (0.61) whereas it is totally absent in other parts of the 
world. Interestingly, this SNV is in high LD (r
2
 = 0.70) with the ADH1B rs1229984 key 
variant previously identified as a highly differentiated variant (FST = 0.59, subset P-value = 
0.002, Table 3.1) but not selected here because of its low FS score (FS score = 0.301). Several 
other variants predicted as deleterious by F-SNP are in significant and strong LD with at least 
one key variant located in the same gene (Table 3.2), suggesting that the unusual geographic 
differentiation patterns observed at these variants may not be independent of that/those 
identified at the key variant(s). This is the case for the intronic rs3819197 SNV of ADH1A, 
predicted to affect the transcriptional regulation of the gene (FS score = 0.50): this variant is 
in complete LD (r
2
 = 1.0) with the intronic rs975833 key variant of ADH1A, showing a 
similarly high inter-population FST value (FST = 0.30, subset P-value = 0.03) but not selected 
by F-SNP (FS score = 0.242). Likewise, the two linked CYP2D6 variants rs1080984 and 
rs1080986 (r
2
 = 1.0), are in complete or near complete LD with two key variants of this gene 
(r
2
 = 0.97 with rs59421388 and r
2
 = 1.0 with rs61736512). Finally, seven of the eight variants 
identified in DRD2 showed a strong allelic correlation (r
2 
values ranging from 0.72 to 0.97) 
with the coding synonymous rs6277 key variant. Most of them exhibited a higher and more 
significant FST value than rs6277, along with a higher FS score (0.50 vs 0.23). Apart from 
these 11 SNVs in ADH1A, ADH1B, CYP2D6 and DRD2, all other variants presented an 
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unusually high level of genetic differentiation independently of the known key variant(s) 
located in the same gene, suggesting they may be important new candidates for functional 
variation in VIP genes. For some of them, the inter-population FST score is rather low but 
unusually high when considering the global MAF of the variant. This is the case for instance 
for the CYP2B6 3’UTR variant (rs28399501; FST = 0.08, subset P-value = 0.003), whose 
derived allele is exclusively found in the Finnish population where it reaches a frequency of 
0.07. As noted previously, differences in allele frequencies with one or several African 
populations are the most often involved in the high population genetic differentiation 
observed (21 out of 35 variants).  
 
Detection of signatures of positive selection 
To determine to what extent natural selection has influenced the high levels of genetic 
differentiation observed in the 13 VIP genes identified above (listed in Tables 3.1 and 3.2), 
we applied four selection tests based on the site frequency spectrum, allele frequency 
differentiation and local haplotype structure. For each gene, we looked for signatures of 
positive selection in the main continental regions (Africa, Europe and Asia represented by the 
YRI, CEU and CHB populations, respectively) where the derived allele of the highly 
differentiated SNV(s) was more frequent. A signal of positive selection was identified in 11 
of the 13 VIP genes in at least one population sample (Table 3.3 and Figure S6). A total of 
eight signals of selection were detected in the YRI sample (ADH1A, ADH1B, AHR, CYP2B6, 
CYP2C9, DRD2, F5 and VKORC1), six in CHB (ADH1A, ADH1B, CYP3A4, F5, P2RY1 and 
VKORC1), and four in CEU (CYP3A4, DRD2, GSTT1 and P2RY1). These findings support an 
important role of local adaptive events in shaping the present-day distribution of known or 
potential functional polymorphisms in the main genes involved in drug response.  
 
 
  
Partie 3 – Étude des pharmacogènes majeurs 
 177 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.1 | The 45 Very Important Pharmacogenes (VIP) selected. The number of genes in 
each pharmacogenetic category is indicated in parentheses. 
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Figure 3.2 | Patterns of population genetic differentiation for the 9695 genetic variants in 
the 45 VIP genes. The genome-wide empirical distribution of inter-population FST, computed 
across the 14 worldwide populations from the 1000 Genomes project, was constructed from 
25,532,386 independent autosomal SNVs. The 50
th
, 95
th
 and 99
th
 percentiles are indicated as 
dotted, dashed and full red lines, respectively. Individual FST values for the 9695 genetic 
variants are plotted against their global minor allele frequency (MAF). Variants in 
pharmacokinetic (PK) and pharmacodynamic (PD) genes are shown in green and orange, 
respectively and key variants are indicated by crosses.   
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Figure 3.3 | (A) Proportion of variants with a significantly high inter-population FST in 
the whole set of 45 VIP genes and in the different pharmacogenetic categories. The 
dashed purple line indicates the proportion of highly differentiated variants observed at the 
genome-wide level (3.1%). All pharmacogenetic categories display a significant excess of 
highly differentiated variants as compared to the genome-wide average (chi-square test x df = 
XX, all P-values < 10
-8
). Significant pairwise comparisons between the different 
pharmacogenetic categories are shown in gray (chi-square test of homogeneity with 1 df). (B) 
Pairwise comparisons between the different pharmacokinetic subcategories. P-values of 
the 1df chi-square test of homogeneity comparing the number of variants with significant and 
non significant FST are reported. 
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Figure 3.4 | Derived allele frequency (DAF) distribution of the 12 VIP key variants with 
a significantly high inter-population FST across the fourteen 1000 Genomes populations. 
The gene name, global DAF and delta DAF (difference between the highest and the lowest 
DAF across the 14 worldwide populations) are indicated below each variant. 
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Figure 3.5 | Derived allele frequency (DAF) distribution of the 35 VIP variants with a significantly high inter-population FST value and a functional 
significance score FS above 0.5. The gene location, global DAF and delta DAF(difference between the highest and the lowest DAF across the 14 worldwide 
populations) are indicated below each variant. 
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Key variant Gene
Pharmacogenetic 
category 
Functional annotation
Global 
MAF
Interpopulation
F ST
F ST main
P -value
a
F ST subset 
P -value
b
rs975833 ADH1A Phase I metabolism Intronic 0.38 0.30 0.020 0.030
rs1229984 ADH1B Phase I metabolism Coding nonsynonymous 0.21 0.59 0.0001 0.002
rs2066702 ADH1B Phase I metabolism Coding nonsynonymous 0.05 0.17 0.024 0.037
rs61736512 CYP2D6 Phase I metabolism Coding nonsynonymous 0.03 0.12 0.012 0.011
rs28371706 CYP2D6 Phase I metabolism Coding nonsynonymous 0.05 0.17 0.013 0.021
rs59421388 CYP2D6 Phase I metabolism Coding nonsynonymous 0.03 0.11 0.019 0.020
rs2740574 CYP3A4 Phase I metabolism Near gene 0.20 0.60 0.0001 0.0006
rs6277 DRD2 Pharmacodynamic Coding synonymous 0.27 0.28 0.023 0.045
rs701265 P2RY1 Phase I metabolism Coding synonymous 0.34 0.27 0.030 0.045
rs11568820 VDR Pharmacodynamic Intergenic 0.42 0.30 0.021 0.021
rs9923231 VKORC1 Pharmacodynamic Near gene 0.47 0.39 0.003 0.004
rs9934438 VKORC1 Pharmacodynamic Intronic 0.47 0.39 0.003 0.004
bP -values are derived from the empirical distribution of interpopulation FST  computed for SNVs with the same functional annotation than the SNV of interest.
Abbreviation: MAF, minor allele frequency.
aP -values are derived from the genome-wide empirical distribution of interpopulation FST .
Table 3.1 | The 12 VIP key variants with a significantly high interpopulation FST value. 
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Table 3.2 | List of VIP variants with a significantly high inter-population FST value and a functional significance (FS) score above 0.5.  
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Gene Population
a
XP-EHH A
b
XP-EHH B
c
XP-CLR A
b
XP-CLR B
c iHS Tajima's D
Signal of positive 
selection
ADH1A YRI 28.5 (35) - - - 16.9 (13) - yes 
CHB 96.7 (59) - 22.2 (2) - - - yes
ADH1B YRI - 33.1 (40) - - 9.4 (8) - yes
CHB 72.4 (55) 8.3 (10) 44.4 (4) 77.7 (7) - - yes
AHR YRI 0.9 (2) - 8.0 (2) 8.0 (2) 2.3 (3) 76.5 (13) yes
CEU - - - - 3.4 (2) - no
CHB - - - - 1.8 (1) - no
CYP2B6 YRI 5.1 (14) 7.0 (20) - - 2.7 (4) - yes
CEU - - - - 2.9 (3) - no
CYP2C9 YRI 19.4 (6) - - - - - yes
CYP2D6 YRI 1.8 (1) - - 33.3 (1) 4.5 (2) - no
CHB - - - - - - no
CYP3A4 CEU 40.4 (36) 29.8 (48) 13.3 (2) 46.7 (7) 7.9 (3) 100.0 (10) yes 
CHB - - - - 4.0 (1) 40.0 (4) yes
DRD2 YRI 8.8 (47) 27.1 (140) - - 8.3 (29) - yes
CEU 9.7 (38) - 5.3 (2) 5.3 (2) 7.4 (16) - yes
F5 YRI 13.7 (31) 1.3 (3) 4.0 (1) 5.6 (27) yes 
CHB 3.7 (18) 0.8 (5) 33.3 (13) 2.6 (1) 0.7 (2) - yes
GSTT1 YRI - - 33.3 (2) - - - no
CEU - - 66.7 (4) 83.3 (5) - - yes
CHB - - - - - - no
P2RY1 CEU - 80 (44) - - - - yes 
CHB - 73.3 (44) - - - - yes
VDR CEU - - 5.9 (2) 5.9 (2) 1.5 (3) - no
CHB - 9.6 (55) - 5.9 (2) 2.2 (4) - no
VKORC1 YRI 29.7 (11) - - - - - yes 
CHB 100.0 (27) 100.0 (38) 100.0 (3) 66.7 (2) - 100.0 (2) yes
a YRI: Yoruba in Ibadan, Nigeria ; CEU : Utah residents with Northern and Western European ancestry; CHB: Han Chinese in Beijing, China.
b The CEU sample was used as a reference for YRI and CHB, and the CHB as a reference for CEU.
c The YRI sample was used as a reference for CEU and CHB, and the CHB as a reference for YRI.
Table 3.3 | Results of selection tests for the 13 VIP genes showing an atypical pattern of genetic differentiation. Four tests of positive selection (XP-EHH, XP-
CLR, iHS and Tajima’s D) were carried out at each gene locus in at least one of three population samples from the 1000 Genomes project (YRI, CEU and CHB). 
Statistical significance was assessed using genome-wide distributions of the test statistics, as previously described (Pybus et al. 2014). For each test, the percentage 
of scores significant at the 0.05 threshold is indicated and the number of significant scores is shown in parentheses. When the number of scores for a given test and 
gene region is above 4, the numbers are in bold. We considered the presence of a signal of positive selection in a given gene if (a) at least 10% of the computed 
scores were significant at the 0.05 threshold (with a minimum of four significant scores) for at least one selection test or if (b) at least 5% of the computed scores 
were significant at the 0.05 threshold (with a minimum of four significant scores) for at least two selection tests.  
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2.3 Discussion  
Identifier les facteurs génétiques impliqués dans la variabilité de réponse aux 
médicaments est un des enjeux majeurs de la pharmacogénétique. Pour ce 
faire, la démarche classique consiste à rechercher à partir de données sur 
des individus ayant reçu un même médicament les facteurs génétiques qui 
différencient les bons et mauvais répondeurs. Cette démarche est 
également celle des études cas-témoins, utilisées pour identifier les facteurs 
génétiques impliqués dans les maladies complexes. Elle présente le 
désavantage de nécessiter de gros échantillons d’individus exposés au 
médicament d’intérêt, chez qui les réponses thérapeutiques observées sont 
différentes. Dans certains cas de réactions adverses aux médicaments, 
l’identification de la molécule impliquée n’est pas évidente étant donné  que 
les patients prennent souvent plusieurs médicaments en même temps. Une 
autre possibilité pour étudier le déterminisme génétique de la réponse aux 
médicaments consiste à réaliser des études de génétique des populations en 
comparant les distributions des allèles dans des pharmacogènes entre 
populations humaines à partir de panels d’individus représentatifs de ces 
populations. Ainsi, il est possible d’identifier des variants génétiques candidats 
qui pourront ensuite être étudiés en relation avec les médicaments pour 
lesquels on observe le plus de différences de réponse entre les populations 
humaines concernées. Cette démarche présente l’avantage d’être plus 
générique que la précédente puisqu’il n’est pas nécessaire de disposer 
d’une information sur l’exposition aux médicaments des individus des panels 
de diversité. C’est cette dernière démarche que nous avons utilisée dans 
notre étude en tirant parti de la récente disponibilité des données de 
séquence du Projet 1000 Génomes pour fournir la première analyse 
exhaustive de la différenciation géographique des 45 gènes majeurs 
intervenant dans la réponse aux médicaments, au sein de 14 populations 
humaines réparties en différents endroits du monde.  
Notre analyse des profils de différenciation génétique des populations, 
estimés grâce à l’indice FST, a révélé une fraction élevée de variants très 
différenciés, en particulier pour les variants clés déjà connus pour jouer un 
rôle important en pharmacogénétique (Figure 3.2). Une différenciation 
géographique extrême pour ces variants peut se traduire par des différences 
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significatives de réponse aux médicaments entre les populations humaines, 
aussi bien en terme d’efficacité que de toxicité (Li et al., 2011). 
C’est par exemple le cas du variant rs1229984, définissant l’allèle ADH1B*2 
codant pour la sous-unité ß2 de l’enzyme ADH1B. Un effet protecteur de cet 
allèle contre l’alcoolisme a été montré dans différentes populations humaines 
(Edenberg, 2000; Luo et al., 2006; Macgregor et al., 2009; Zuccolo et al., 
2009). La susceptibilité aux pathologies liées à l’alcool est beaucoup plus 
faible en Asie que dans le reste du monde (Hasin and Grant, 2004). Cette 
différence peut s’expliquer en partie par une variation du taux de 
métabolisation de l’alcool entre les populations humaines, notamment liée à 
la plus grande prévalence de l’allèle dérivé de rs1229984 dans les 
populations asiatiques (Gemma et al., 2006). 
Un autre exemple est, nous l’avons vu en détail dans la partie 2 de cette 
thèse, le variant rs9923231, en déséquilibre de liaison complet avec le variant 
rs9934438, qui confère un phénotype de sensibilité augmentée aux AVK 
(D’Andrea et al., 2005), médicaments pour lesquels on observe une grande 
variabilité inter-populationnelle de réponse (Schelleman et al., 2008).  
Un autre exemple encore est le variant rs28371706 définissant l’allèle 
CYP2D6*17 qui cause une diminution de l’activité enzymatique du CYP2D6 
(Oscarson et al., 1997). Cet allèle a une distribution très hétérogène dans les 
populations humaines, étant principalement retrouvé dans les populations 
africaines (Bradford and Kirlin, 1998; Masimirembwa and Hasler, 1997). Il est 
donc susceptible de conduire à des différences de réponse entre africains et 
non africains pour de très nombreux médicaments métabolisés par le 
CYP2D6, notamment ceux utilisés en psychiatrie (neuroleptiques, 
antidépresseurs) et en cardiologie (bêta-bloquants) (Zanger and Schwab, 
2013). En effet, une plus mauvaise réponse aux bêta-bloquants a été 
observée chez des individus d’origine africaine, en comparaison avec des 
individus d’origine européenne (Muszkat, 2007).  
 
De manière intéressante, nous avons observé que la proportion de variants 
très différenciés au niveau mondial était supérieure pour les gènes de la 
pharmacodynamie que pour ceux de la pharmacocinétique (Figure 3.3). Il 
est possible que ce résultat soit le reflet de l’impact différentiel de la sélection 
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naturelle entre ces catégories de gènes. En effet, les gènes de la 
pharmacodynamie sont souvent des récepteurs activés par des ligands 
spécifiques tandis que ceux de la pharmacocinétique peuvent être impliqués 
dans la biotransformation et le transport d’un grand nombre de molécules. 
Ces derniers gènes peuvent donc faire l’objet de pressions de sélection de 
différentes natures pouvant agir de manière antagoniste, favorisant un 
variant ou un autre selon la molécule considérée. Il est donc peu probable 
qu’un même variant soit globalement favorisé dans certaines populations, 
conduisant à des valeurs élevées de FST. En revanche, les gènes ayant un 
spectre de substrats très limité, comme VKORC1 et la vitamine K, peuvent 
plus facilement faire l’objet d’une sélection ciblée sur un variant donné. 
Cette hypothèse, purement spéculative, nécessite d’être confirmée en 
évaluant l’impact de la sélection naturelle sur les différentes catégories de 
pharmacogènes à une plus grande échelle. 
 
Parmi l’ensemble des variants présentant des profils de différenciation 
extrême, nous en avons sélectionné 35 fonctionnels ou potentiellement 
fonctionnels qui pourraient jouer un rôle dans la réponse aux médicaments. 
Ces 35 variants sont situés dans 13 gènes différents (Tableau 3.2) et parmi eux, 
27 sont des variants nouveaux n’ayant jamais été associés à la réponse aux 
médicaments (Tableau 3.4).  
 
A l’instar de différentes études analysant la différenciation 
pharmacogénétique des populations humaines, nous avons observé que 
dans la majorité des profils de différenciation extrême obtenus pour ces 35 
variants, l’Afrique était la région qui se distinguait le plus des autres régions 
(Figures 3.4 et 3.5). Cette observation souligne l’importance des différences 
pharmacogénétiques retrouvées entre les populations africaines et les 
populations non africaines et des conséquences que celles-ci peuvent avoir 
sur un plan pharmacologique et toxicologique. En conséquence, il apparaît 
important d’insister sur la nécessité d’inclure des populations africaines, plus 
diversifiées génétiquement que les autres populations du monde, dans les 
études de pharmacogénétique (Aminkeng et al., 2014; Dandara et al., 2014; 
Delser and Fuselli, 2013; Masimirembwa and Hasler, 1997; Ramos et al., 2013). 
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Pour chacun des 13 gènes, nous avons recherché des empreintes 
génomiques de la sélection positive dans les régions géographiques où 
l’allèle dérivé du variant très différencié est le plus fréquent (en excluant les 
populations américaines qui sont des populations mélangées, plus difficiles à 
analyser). Pour rechercher ces empreintes, nous avons utilisé plusieurs tests de 
sélection qui permettent de détecter des évènements de sélection ayant des 
caractéristiques différentes. L’iHS et l’XP-EHH sont en effet capables de 
détecter des balayages sélectifs récents, complets (XP-EHH) ou partiels (iHS) 
(Pickrell et al., 2009), tandis que l’XP-CLR et le D de Tajima peuvent détecter 
des évènements sélectifs plus anciens (Chen et al., 2010; Sabeti et al., 2006). 
En combinant ces différents tests, nous pouvons espérer avoir une meilleure 
puissance pour détecter un balayage sélectif, même si cela peut avoir un 
coût en terme de tests multiples que nous n’avons pas discuté mais qui 
mériterait néanmoins d’être évalué. 
 
Comme le montre la Figure S6 (cf. Annexe 2), un signal de sélection positive a 
été identifié pour 11 des 13 gènes (soit pour plus de 80 % des gènes testés), 
suggérant que la sélection naturelle est une force évolutive majeure dans la 
répartition géographique des variations génétiques au sein des 
pharmacogènes. Le Tableau 3.4 ci-dessous fournit pour chacun des 13 gènes 
étudiés la liste des variants d’intérêt identifiés dans notre étude, les 
associations connues pour ces variants avec les phénotypes de la réponse 
aux médicaments ainsi que les signatures de sélection identifiées dans notre 
étude et celles déjà reportées dans la littérature. Nous retrouvons tous les 
signaux de sélection déjà identifiés : pour les gènes ADH1A et ADH1B en Asie 
de l’Est, pour CYP3A4 dans les populations non africaines, pour DRD2 en 
Afrique et pour VKORC1 en Asie de l’Est (Tableaux 3.3 et 3.4). En revanche, 
nous ne mettons pas en évidence le signal de sélection déjà décrit dans la 
littérature pour le gène DRD2 en Asie de l’Est (Lao et al., 2007). Ceci peut 
s’expliquer par notre choix d’une stratégie d’étude de la sélection focalisée 
sur les variants dont la différenciation génétique globale est atypique et qui 
ne cherche donc pas à détecter un signal sélectif en aveugle dans chacune 
des trois populations testées (CEU, CHB et YRI) pour chacun de ces 13 gènes. 
En effet, la fréquence faible des allèles dérivés en Asie des variant très 
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différenciés de DRD2 (Figure 3.5) ne nous a pas conduit à explorer la 
sélection dans la population asiatique CHB pour ce gène. Cette constatation 
illustre les limites d’une approche basée sur un seul ou quelques variants dans 
le gène pour étudier la sélection.  
En plus de ces signaux déjà décrits, nous détectons de la sélection positive 
pour la première fois dans six gènes : AHR, CYP2B6, CYP2C9, F5, GSTT1 et 
P2RY1. Nous ne pouvons pas être sûrs que ces gènes représentent vraiment la 
cible de la sélection car, sans étudier en détail les régions génomiques situées 
autour de ces gènes comme nous l’avions fait dans l’étude de VKORC1 (cf. 
partie 2 de cette thèse), nous ne pouvons pas exclure la possibilité d’un 
phénomène d’auto-stop génétique. Cependant, pour certains de ces gènes 
nous pouvons émettre des hypothèses sur l’action possible de la sélection. 
Par exemple, pour le gène GSTT1 une étude réalisée dans une population 
iranienne a suggéré qu’il pourrait favoriser la survie des individus exposés à 
des composés chimiques toxiques présents dans un gaz naturel (Zendeh-
Boodi and Saadat, 2008). Par ailleurs, le signal de sélection que nous 
identifions sur le gène AHR dans la population africaine YRI pourrait être relié 
au rôle crucial du récepteur aux hydrocarbures aromatiques (AhR) codé par 
ce gène dans les processus de détoxification de l’organisme contre les 
polluants environnementaux. Parmi les ligands de l’AhR figurent des 
composés très toxiques tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques 
comme le benzopyrène, les biphényls chlorés plans et les hydrocarbures 
aromatiques halogénés comme les dioxines (Denison et al., 2002). L’AhR 
reconnaît la présence des xénobiotiques dans le cytoplasme. Leur fixation à 
ce récepteur entraîne leur translocation du compartiment cytoplasmique 
vers le noyau et induit l’expression des gènes impliqués dans le métabolisme 
et l’élimination des composés étrangers, dont certains membres de la famille 
des cytochromes P450 comme CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, ainsi que d’autres 
enzymes de détoxification comme la GST, NQO1, GSTA2, UGT1A1, UGT1A6 et 
Nrf2 (NFE2L2) (Kawajiri and Fujii-Kuriyama, 2007). Le rôle de l’AhR dans la 
régulation des gènes du métabolisme des xénobiotiques est considéré 
comme étant une fonction adaptative (Köhle and Bock, 2007) . 
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Il faut cependant rester prudent dans ces hypothèses, car l’identification des 
molécules à l’origine des pressions de sélection est souvent très difficile. En 
effet, il est même possible que certains pharmacogènes impliqués dans la 
biotransformation d’un large éventail de substrats aient subi plusieurs 
pressions sélectives dirigées sur un substrat ou une catégorie de substrats 
particuliers conférant un avantage dans un environnement donné. C’est le 
cas par exemple, comme indiqué dans le Tableau 3.4, du gène ADH1B, 
impliqué dans la biotransformation des xénobiotiques, particulièrement de 
l’alcool. Il a été proposé que la sélection positive sur le gène ADH1B en Asie 
de l’Est pourrait avoir favorisé les individus ayant un métabolisme de l’alcool 
augmenté au moment de la hausse de la consommation d’alcool conjointe 
à l’apparition de la culture du riz (Peng et al., 2010). D’un autre côté, ce 
gène peut également avoir subi l’action de la sélection en lien avec sa 
capacité de détoxification, qui aurait été avantageuse pour lutter contre les 
pathogènes ou les toxines alimentaires (Goldman and Enoch, 1990). Il en est 
de même pour le gène CYP3A4, impliqué dans le métabolisme de plus de la 
moitié des médicaments employés aujourd’hui. Plusieurs hypothèses 
adaptatives ont été proposées pour expliquer la sélection positive détectée 
dans ce gène dans les populations non africaines. Ainsi, il est possible que ce 
gène ait conféré un avantage sélectif en ayant un rôle protecteur contre le 
rachitisme, via son implication dans le métabolisme de la vitamine D 
(Schirmer et al., 2006). Par ailleurs, des phénomènes adaptatifs en réponse à 
une augmentation de toxines environnementales tels que les acides biliaires 
pourraient être à l’origine de la sélection (Krasowski et al., 2005). Cette 
hypothèse a notamment été confirmée par le fait que l’acide lithocholique, 
un acide biliaire, entraîne une augmentation drastique de la synthèse de 
CYP3A4 spécifiquement chez l’homme, suggérant qu’il est responsable de 
l’évolution rapide du spectre de substrats du CYP3A4 dans la lignée humaine 
(Kumar et al., 2009). Le changement rapide de séquence du CYP3A4 
représenterait un nouveau mécanisme de défense contre la cholestase 
(urgence diagnostique, engendrée par une obstruction de la bile dans les 
voies biliaires), en réponse à une augmentation de l’apport en stéroïdes dans 
l’alimentation chez l’homme, notamment les acides biliaires (Kumar et al., 
2009).  
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En définitive, notre étude identifie une liste de nouveaux variants d’intérêt 
potentiel en pharmacogénétique pouvant expliquer une part de la variabilité 
inter-populationnelle, mais aussi interindividuelle, de réponse aux 
médicaments. Ces variants méritent d’être étudiés de manière plus 
approfondie par la mise en œuvre d’études fonctionnelles permettant 
d’évaluer leur impact sur la fonction ou l’expression de la protéine produite et 
de préciser leur rôle dans la réponse aux médicaments via un mécanisme  
pharmacocinétique ou pharmacodynamique. Leur inclusion dans des études 
d’associations pharmacogénétiques pourra permettre de déterminer leur 
relation avec les phénotypes de la réponse aux médicaments dans les 
différentes populations humaines. 
De plus, notre étude démontre l’importance de la sélection naturelle sur la 
différenciation génétique des pharmacogènes. Il est possible que d’autres 
gènes inclus dans notre étude aient également subi l’action de la sélection 
naturelle. En effet, nous n’avons recherché une signature génomique de 
sélection que dans les 13 gènes possédant au moins un variant clé ou un 
variant potentiellement délétère très différencié entre les populations 
humaines. Par ailleurs, il est possible que d’autres types de sélection aient agi 
sur les pharmacogènes. En particulier, bien que de façon cohérente avec les 
résultats de la littérature (Jorge et al., 1999), nous ne détectons pas de 
signature génomique de sélection pour le gène CYP2D6, il a été proposé que 
ce gène soit sous l’action de la sélection naturelle dans les populations 
d’Afrique du Nord Est, qui favoriserait le portage de multiples copies du gène 
CYP2D6. Cette hypothèse, en rapport avec l’alimentation, a été avancée 
pour expliquer les différences dans l’activité du CYP2D6 retrouvée entre les 
éthiopiens natifs d’Ethiopie et les éthiopiens vivant en Suède (Ingelman-
Sundberg, 2005). Des alcaloïdes présents dans l’alimentation éthiopienne, 
inhibant l’activité du CYP2D6, pourraient représenter un facteur de sélection : 
en période de famine, les individus capables de détoxifier les toxines de 
plantes à un plus large degré auraient été favorisés, augmentant ainsi le 
nombre de plantes pouvant potentiellement servir d’aliments. Les méthodes 
mises en œuvre dans cette étude ne sont clairement pas adaptées pour 
mettre en évidence ce type de sélection portant sur le nombre de copies 
d’un gène.  
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Tableau 3.4 | Résumé du rôle des 13 pharmacogènes présentant un variant d’intérêt en pharmacogénétique (variant déjà connu 
ou variant candidat) très différencié entre les populations humaines et des résultats de sélection obtenus dans notre étude.  
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Tableau 3.4 (suite) 
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Tableau 3.4 (suite) 
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Tableau 3.4 (suite) 
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Tableau 3.4 (suite) 
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Chapitre 1 
 
Généralités sur le polymorphisme 
d’acétylation  
 
 
L’étude des pharmacogènes présentée dans la partie précédente 
comprenait l’ensemble des gènes autosomaux annotés comme étant des 
gènes majeurs de la réponse aux médicaments (VIP genes) dans la base de 
données PharmGKB. Cette liste est régulièrement actualisée par les membres 
du PGRN et elle inclut aujourd’hui, entre autres, le gène NAT2                         
(N-acétyltransférase 2) qui présente un intérêt tout particulier en 
pharmacogénétique du fait de son importante variabilité fonctionnelle et de 
son implication dans le métabolisme d’un grand nombre de molécules 
thérapeutiques utilisées en clinique.  
1. L’enzyme NAT2 
L’arylamine N-acétyltransférase 2 (NAT2) est une enzyme de conjugaison 
intervenant dans la phase II du métabolisme des xénobiotiques. Elle est 
principalement exprimée dans le foie et l’intestin grêle. Elle catalyse le 
transfert d’un groupement acétyl sur les métabolites de type amines 
aromatiques et hétérocycliques, les rendant ainsi plus hydrophiles et plus 
faciles à éliminer dans les fluides biologiques. Elle participe ainsi à la 
biotransformation de nombreux xénobiotiques, incluant des molécules pré-
cancérogènes présentes dans la fumée de cigarette, l’environnement, les 
pesticides et l’alimentation, et un certain nombre de médicaments utilisés en 
routine clinique. Citons par exemple l’hydralazine (antihypertenseur), les 
sulfamides antibactériens tels que la sulfadimidine ou la sulfapyridine, le 
procaïnamide (antiarythmique), les benzodiazépines telles que le 
clonazépam et le nitrazépam (anxiolytiques), l’isoniazide (antituberculeux) ou 
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encore la caféine (Weber and Hein, 1985). Si l’enzyme NAT2 contribue aux 
processus de détoxification de l’organisme en facilitant l’élimination de 
certaines molécules, elle peut aussi contribuer à la bioactivation de 
molécules pré-cancérogènes, qui requièrent une activation métabolique 
pour initier la carcinogénèse, comme c’est le cas pour des amines 
aromatiques dans le cancer de la vessie (Butcher et al., 2002; Hein, 2006). 
2. Le polymorphisme d’acétylation 
Un important polymorphisme génétique dans le gène codant pour NAT2 est 
à l’origine d’une grande variation de son activité enzymatique et explique, 
en partie, l’importante variabilité interindividuelle dans la capacité 
d’acétylation. Ce polymorphisme d’acétylation est l’un des premiers traits 
héréditaires affectant la réponse individuelle aux médicaments à avoir été 
découvert chez l’homme et il est probablement aujourd’hui l’un des mieux 
documentés. De fait, il occupe une place importante dans le domaine de la 
pharmacogénétique. Il peut avoir de nombreuses conséquences en clinique, 
notamment au niveau de la réponse pharmacologique et toxicologique aux 
médicaments. En outre, il représente un facteur de susceptibilité à certains 
cancers et autres maladies complexes. 
 
2.1 Découverte  
A l’instar des AVK dont l’introduction a conduit des années plus tard à 
l’identification du gène VKORC1 et du variant fonctionnel rs9923231 
conférant la sensibilité augmentée à ces molécules, la découverte du 
polymorphisme d’acétylation chez l’homme illustre bien l’approche 
expérimentale classique des études pharmacogénétiques : l’observation en 
premier lieu d’une variabilité interindividuelle de réponse à un traitement 
médicamenteux qui conduit, après investigation clinique, biochimique et 
génétique, à la découverte des gènes et des variants associés aux différents 
phénotypes de réponse aux médicaments observés. 
C’est suite à l’introduction de l’isoniazide comme traitement de la 
tuberculose qu’a été décrite pour la première fois la variabilité 
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interindividuelle de la capacité d’acétylation (BONICKE and REIF, 1953). La 
survenue de réactions de toxicité (neuropathies périphériques) chez près de 
40 % des patients traités avec cette molécule, du fait de l’accumulation de 
la forme non transformée de l’isoniazide, a révélé l’existence d’individus 
éliminant de façon moins efficace le médicament (HUGHES et al., 1954). 
Plusieurs études ont mis en évidence, comme illustré dans la Figure 4.1, une 
distribution bimodale du taux plasmatique d’isoniazide après administration 
d’une dose standard chez des patients traités par ce médicament, 
différenciant ainsi les acétyleurs rapides des acétyleurs lents (EVANS et al., 
1960; MITCHELL and BELL, 1957). Dans les années suivantes, il est apparu que 
de nombreuses autres molécules, étaient également concernées par ce 
polymorphisme d’acétylation (Weber et Hein, 1985).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 4.1 | Concentration plasmatique d’isoniazide mesurée six heures après 
l’administration d’une dose standard du médicament (10 mg/kg) chez 483 sujets. Tiré 
de (EVANS et al., 1960). 
 
Chapitre 1 – Généralités sur le polymorphisme d’acétylation 
 202
2.2 Conséquences cliniques  
L’importante variabilité interindividuelle de la capacité d’acétylation peut se 
traduire par une modification de la réponse pharmacologique et 
toxicologique aux médicaments acétylés mais aussi par une susceptibilité 
différentielle à un certain nombre de maladies complexes.  
Ainsi, les individus acétyleurs lents peuvent présenter un risque accru de 
réactions indésirables aux médicaments, dont la plus importante est 
l’hépatotoxicité induite par l’isoniazide (Huang et al., 2002; Leiro-Fernandez et 
al., 2011). D’autres effets toxiques des médicaments peuvent être observés, 
tels que des neuropathies périphériques induites par l’isoniazide, le lupus 
érythémateux disséminé induit par l'isoniazide, l'hydralazine, ou le 
procaïnamide, ou encore des phénomènes d’intolérance à la 
salicylazosulfapyridine (cyanose et hémolyse) ou à la phénelzine 
(somnolence et nausées) (Larrey et al., 1985; Weber and Hein, 1985). A 
l’inverse, une dose standard du médicament peut être inefficace chez les 
acétyleurs rapides. Par exemple ces sujets requièrent des doses de 
phénelzine, de dapsone ou encore d’hydralazine augmentées pour 
bénéficier d’un effet thérapeutique adéquat. 
Par ailleurs, le polymorphisme d’acétylation a été associé à des différences 
de susceptibilité à certaines maladies complexes, notamment des cancers. 
L’association la plus convaincante concerne le cancer de la vessie pour 
lequel les individus acétyleurs lents seraient plus à risque (Hein, 2006; 
Sanderson et al., 2007; Selinski et al., 2013). Des études récentes ont mis en 
évidence que ces sujets auraient également une susceptibilité augmentée 
au cancer de la tête et du cou (Khlifi et al., 2013), au cancer du sein et au 
cancer de l’estomac (Fernandes et al., 2013). Une association a été 
retrouvée chez des sujets acétyleurs lents avec le gliome (Muthusamy et al., 
2012). Les individus acétyleurs rapides auraient un risque plus élevé de 
développer un cancer colorectal (Liu et al., 2012a). Récemment, une 
augmentation de la susceptibilité à l’asthme chez les individus acétyleurs 
lents a également été rapportée (Wang et al., 2014). 
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2.3 Déterminants génétiques  
La variabilité interindividuelle de la capacité d’acétylation in vivo est 
déterminée par des polymorphismes génétiques situés dans l’unique exon 
codant (exon 2) du gène NAT2. Cet exon de 870 pb est extrêmement 
polymorphe avec plus de 38 variations nucléotidiques décrites à ce jour 
(http://nat.mbg.duth.gr/). Parmi elles, sept polymorphismes majeurs se 
distinguent, dont les conséquences sur l’activité enzymatique de NAT2 sont 
bien caractérisées (Ferguson et al., 1994; Fretland et al., 2001; Hein et al., 
1994; Leff et al., 1999). Quatre entraînent un changement d’acide aminé qui 
conduit à une diminution significative de l’activité d’acétylation (G191A, 
T341C, G590A et G857A), par altération de l’activité catalytique ou 
diminution de l’expression ou de la stabilité de l’enzyme. Les trois autres sont 
des mutations silencieuses (C282T, C481T) ou des substitutions non synonymes 
(A803G) qui n’altèrent pas le phénotype d’acétylation in vivo. 
 
2.4 Corrélation génotype-phénotype  
Traditionnellement, la détermination du statut d’acétyleur d’un individu est 
réalisée par l’utilisation de méthodes de phénotypage in vivo. Celles-ci 
consistent en l’évaluation de l’activité enzymatique de NAT2 par la mesure 
de la concentration d’un substrat test et de ses principaux métabolites, dans 
un échantillon urinaire ou sanguin, après administration d’une dose standard 
de ce substrat. La valeur du rapport métabolique mesuré permet de 
déterminer si un individu est acétyleur rapide ou acétyleur lent. Le 
phénotypage par la caféine est aujourd’hui considéré comme la méthode 
de choix pour mesurer l’activité de NAT2 in vivo. Certains auteurs ont décrit 
une distribution trimodale des rapports métaboliques permettant de 
discriminer en plus les acétyleurs intermédiaires des acétyleurs rapides (Grant 
et al., 1984; Kilbane et al., 1990; Pontes et al., 1993; Saruwatari et al., 2002; 
Tang et al., 1987, 1991). 
Cependant, cette technique est de plus en plus remplacée par le 
génotypage des principaux polymorphismes fonctionnels de NAT2, plus 
rapide et plus simple d’utilisation en routine clinique. De nombreuses études 
ont en effet démontré une forte corrélation génotype-phénotype pour le 
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gène NAT2 dans des populations de différentes origines ethniques. 
Notamment, le typage des sept principaux polymorphismes de ce gène est 
apparu suffisant pour prédire le phénotype d’acétylation des individus dans 
près de 100 % des cas. Le génotypage de NAT2 apparaît donc comme un 
prédicteur fiable de l’activité enzymatique de NAT2 et constitue aujourd’hui 
la méthode de choix pour déterminer le statut d’acétylation. 
 
Les quatre substitutions non synonymes aux positions 191, 341, 590 et 857 
caractérisent les principaux clusters d’haplotypes lents de NAT2 
(respectivement NAT2*14, NAT2*5, NAT2*6 et NAT2*7). Les individus 
homozygotes ou hétérozygotes composites pour deux de ces haplotypes 
lents sont classés acétyleurs lents.  
 
2.5 Variabilité inter-populationnelle  
La prévalence du phénotype d’acétyleur lent, amplement estimée dans des 
populations du monde entier, est très variable selon l’origine géographique 
et/ou ethnique des populations. Dépassant les 82 % chez les Egyptiens, elle 
n’atteint pas les 10 % chez les Inuits du Canada (Evans, 1989; Kalow, 1982; 
Weber and Hein, 1985). Il est possible de distinguer d’un côté les populations 
européennes et africaines qui présentent des proportions d’acétyleurs lents et 
rapides à peu près équivalentes (entre 40 et 60 %), et de l’autre, les 
populations d’Asie du sud-est, d’Amérique et d’Océanie dans lesquelles les 
acétyleurs lents sont le plus souvent minoritaires (moins de 30 %). Cette 
différence de proportion d’acétyleurs lents s’explique par la distribution 
hétérogène entre les populations humaines des quatre principaux variants 
lents de NAT2. En effet, alors que le variant NAT2*6 affiche une distribution 
homogène à travers le monde, les trois autres variants sont retrouvés de 
façon plus localisée à un niveau continental : respectivement en Europe, Asie 
et Amérique, et Afrique pour NAT2*5, NAT2*7 et NAT2*14 (Sabbagh et al., 
2011). 
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Chapitre 2 
 
Analyse des profils de différenciation 
génétique des populations humaines pour 
le gène NAT2 
 
 
Nous l’avons vu à plusieurs reprises au cours de cette thèse, les gènes 
impliqués dans la réponse aux xénobiotiques sont des candidats privilégiés 
pour l’étude de la sélection naturelle. Le gène NAT2 l’est tout 
particulièrement, de par sa participation essentielle aux mécanismes de 
détoxification mis en place par l’organisme pour se défendre contre les 
agressions chimiques. Ce gène semble avoir une histoire évolutive très 
complexe et différentes hypothèses de sélection, en lien avec le mode de 
subsistance notamment, ont été proposées pour expliquer la distribution 
hétérogène des variants de NAT2 conférant le phénotype d’acétyleur lent 
dans les populations humaines (Luca et al., 2008; Magalon et al., 2008; 
Mortensen et al., 2011; Patin et al., 2006b; Sabbagh et al., 2008). 
 
Parmi les polymorphismes conférant une faible activité enzymatique, les trois 
variants lents c.191G>A (rs1801279), c.341T> (rs1801280) et c.857G>A 
(rs1799931), qui caractérisent respectivement les clusters d’haplotypes 
NAT2*14, NAT2*5 et NAT2*7, sont distribués dans les populations humaines de 
façon hétérogène et possèdent une valeur de FST élevée (Sabbagh et al., 
2008). Nous le savons, de tels profils de différenciation génétique peuvent 
refléter l’action de la sélection naturelle, notamment des pressions de 
sélection spécifiques de populations reflétant des phénomènes d’adaptation 
locale. A l’inverse, le variant c.590G>A déterminant le cluster d’haplotypes 
NAT2*6 (rs1799930) affiche des fréquences relativement similaires dans 
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diverses populations à travers le monde (Luca et al., 2008; Sabbagh et al., 
2011). Ce faible niveau de différenciation génétique suggère plutôt un 
processus homogénéisant de sélection naturelle favorisant, par le biais de la 
sélection directionnelle ou de la sélection balancée, le même allèle dans 
différentes populations du monde. Bien que de nombreux autres variants ont 
été décrits dans d’autres parties du gène NAT2 que l’unique exon codant 
(Mortensen et al., 2011; Patin et al., 2006b), très peu de données existent sur la 
distribution géographique de ces variants dans les populations humaines. 
 
Dans ce chapitre, nous présentons l’étude des profils de différenciation 
génétique des populations humaines pour l’ensemble des variants du gène 
NAT2 (~ 10 kb) en utilisant les données de séquence du Projet 1000 Génomes. 
Comme dans nos précédentes études, nous avons cherché à déterminer si 
les profils de différenciation génétique atypiques observés étaient dus à 
l’action de la sélection naturelle. 
1. Résumé de l’article 3  
Dans cette étude, nous avons exploré les profils de différenciation génétique 
de l’ensemble des variants de NAT2 et déterminé si ces profils étaient 
atypiques par rapport au reste de la variation du génome par l’utilisation 
d’une approche outlier. Celle-ci se base sur les distributions empiriques 
pangénomiques du FST construites lors de notre précédente étude à partir des 
données 1000 Génomes (partie 3, chapitre 2). Neuf distributions distinctes ont 
été considérées en répartissant les variants des données 1000 Génomes en 
différentes catégories d’annotation fonctionnelle. 
Les empreintes génomiques de la sélection naturelle ont été recherchées par 
l’utilisation de deux approches complémentaires : (1) les tests iHS et XP-EHH 
basés sur la structure haplotypique, qui sont adaptés à la détection des 
balayages sélectifs, reflets de la sélection positive récente et (2) le D de 
Tajima, test de neutralité qui permet de détecter des écarts au spectre de 
fréquence allélique attendu sous l’hypothèse de neutralité sélective, comme 
nous l’avons expliqué dans la partie introductive de cette thèse. La 
significativité statistique des scores obtenus pour ces trois tests de sélection a 
Partie 4 – Étude du gène NAT2 
207 
été déterminée par comparaison avec des distributions empiriques des 
statistiques de tests estimées sur un jeu de 100 régions indépendantes non 
codantes, supposées évoluer essentiellement de façon neutre. L’effet 
fonctionnel de certains variants d’intérêt a été prédit grâce à la méthode in 
silico F-SNP (Lee and Shatkay, 2009). 
 
Nos résultats n’ont pas révélé de profils de différenciation particulièrement 
élevés pour les variants du gène NAT2. En revanche, un niveau de 
différenciation atypiquement faible a été détecté pour cinq variants, 
incluant le SNP rs1799930 définissant le cluster d’haplotypes NAT2*6 et quatre 
variants introniques, tous en fort déséquilibre de liaison avec lui. Ce résultat 
peut indiquer soit de la sélection balancée, soit de la sélection directionnelle 
opérant de façon similaire dans différentes populations. 
Afin de rechercher si un autre gène adjacent à NAT2 pouvait être à l’origine 
de ce profil atypique, nous avons étendu notre analyse à une région de 600 
kb centrée sur NAT2. Au sein de cette région, nous avons observé que les 
quelques variants en déséquilibre de liaison (r2 > 0,10) avec le variant 
rs1799930 qui présentaient également un score FST significativement faible 
étaient tous localisés soit dans une région intergénique à proximité de NAT2, 
soit dans l’intron de NAT2, rendant ainsi faiblement probable l’implication 
d’un autre gène. En outre, bien que certains variants aient une probabilité 
élevée d’être délétères (score FS ≥ 0,5), le score FS le plus élevé a été observé 
pour le SNP rs1799930, suggérant que ce variant représente la cible la plus 
probable du processus sélectif identifié. 
De manière intéressante, des découvertes récentes ont démontré que ce 
variant conférait un phénotype d’acétylation très lent (Ruiz et al., 2012; 
Selinski et al., 2013). Ce variant a de plus été retrouvé associé à un risque 
augmenté de toxicité à certains médicaments ou de cancers (An et al., 2012; 
Huang et al., 2002; Lee et al., 2010; Leiro-Fernandez et al., 2011; Selinski et al., 
2013; Teixeira et al., 2011). La corrélation importante observée entre la 
distribution mondiale de ce variant et le mode de subsistance des 
populations évoque un potentiel avantage sélectif conféré par ce variant, 
en réponse à des modifications des conditions environnementales, en 
particulier alimentaires (Sabbagh et al., 2011).  
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Sous cette hypothèse, il est possible que la sélection naturelle ait favorisé 
l’allèle A du SNP rs1799930 en différents endroits du monde au moment de 
l’introduction de l’agriculture et de l’élevage, par l’effet de la sélection 
directionnelle ou de la sélection balancée. Étant donné qu’aucun score 
significatif n’a été obtenu pour ce variant avec les tests iHS et XP-EHH 
appliqués dans chacune des 14 populations de 1000 Génomes, ce variant 
n’a vraisemblablement pas été soumis à un phénomène de balayage 
sélectif. En revanche l’application du D de Tajima a conduit à des scores 
positifs et significatifs au seuil de 5 % autour de ce variant dans 5 populations 
(et à des scores à la limite de la significativité dans deux supplémentaires), 
suggérant la présence d’un excès d’allèles à fréquence intermédiaire, 
compatible avec la sélection balancée. Toutefois ces résultats mis en relation 
avec ceux de la littérature, permettent également d’envisager que la 
sélection a pu agir sur le gène NAT2 à travers un processus plus complexe de 
sélection directionnelle ciblant de manière simultanée différents allèles lents 
dans diverses populations. Ces deux scénarios sélectifs ne sont pas 
mutuellement exclusifs et soulignent la complexité de l’histoire évolutive du 
gène NAT2. 
  
2. Article 3  
Patillon B, Luisi P, Poloni ES, Boukouvala S, Darlu P, Génin E, Sabbagh A. A 
homogenizing process of selection has maintained an ‘ultra-slow’ acetylation 
NAT2 variant in humans. Soumis à Human Biology. 
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Abstract 
 
N-acetyltransferase 2 (NAT2) is an important enzyme involved in the metabolism of a wide 
spectrum of naturally occurring xenobiotics, including therapeutic drugs and common 
environmental carcinogens. Extensive polymorphism in NAT2 gives rise to a wide 
interindividual variation in acetylation capacity which influences individual susceptibility to 
various drug-induced adverse reactions and cancers. Striking patterns of geographic 
differentiation have been described for the main slow acetylation variants of the NAT2 gene, 
suggesting the action of natural selection at this locus. In the present study, we took advantage 
of the whole-genome sequence data available from the 1000 Genomes project to investigate 
the global patterns of population genetic differentiation at NAT2 and determine whether they 
are atypical compared to the remaining variation of the genome. The non-synonymous 
substitution c.590G>A (rs1799930) defining the slow NAT2*6 haplotype cluster exhibited an 
unusually low FST value when compared to the genome average (FST = 0.006, P-value = 
0.016). It was pointed out as the most likely target of a homogenizing process of selection 
promoting the same allelic variant in globally distributed populations. The rs1799930 A allele 
has been associated with the slowest acetylation capacity in vivo and its substantial correlation 
with the subsistence strategy adopted by past human populations suggests that it may have 
conferred a selective advantage in populations shifting from foraging to agricultural and 
pastoral activities in the Neolithic period. Results of neutrality tests further supported an 
adaptive evolution of the NAT2 gene through either balancing selection or directional 
selection acting on multiple standing slow-causing variants. 
 
 
Keywords: NAT2; acetylation polymorphism; population differentiation; natural selection; 
linkage disequilibrium; rs1799930. 
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Introduction 
 
The human acetylation polymorphism is one of the oldest and best-characterized 
pharmacogenetic traits that underlie interindividual and interethnic differences in response to 
xenobiotics. It refers to a genetically determined difference in the N-acetylation capacity of a 
variety of clinically useful drugs and known carcinogens present in the diet, cigarette smoke 
and the environment.
1,2
 Some of the drugs excreted by acetylation are crucial in the treatment 
of diseases representing a worldwide concern, such as tuberculosis, AIDS-related complex 
diseases, and hypertension. The individual acetylation status has proven to be an important 
determinant of both the effectiveness of prescribed medications and the development of 
adverse drug reactions and toxicity during drug treatment.
3,4
 Moreover, epidemiological 
studies have associated the acetylation phenotype with an increased susceptibility to various 
cancers following exposure to aromatic amine carcinogens.
5-8
  
N-acetylation activity has been investigated in a wide range of populations, leading to a 
phenotype classification of humans in two main categories: fast acetylators, who exhibit the 
so-called ‘wild-type’ or normal acetylation activity, and slow acetylators, characterized by a 
decreased enzyme activity. The proportions of rapid and slow acetylators vary remarkably 
between populations of different ethnic and/or geographic origin.
9-11
 Depending on the test 
substrate administered, a trimodal, rather than bimodal, distribution can be observed, 
revealing an additional, intermediate phenotype.
12-14
 Moreover, recent results suggest that the 
slow acetylator phenotype is not homogeneous and that several slow acetylator phenotypes 
may rather exist, resulting from an allelic heterogeneity and differential functional effects of 
the slow acetylation alleles.
8,15
 A refinement in phenotype inference, notably by the 
consideration of an ‘ultra-slow’ acetylator category, is advocated to help identifying new 
clinically relevant associations with one or more of these phenotype subcategories. 
Acetylation polymorphism arises from allelic variations in the NAT2 gene, which result in the 
production of arylamine N-acetyltransferase 2 (NAT2) proteins with variable enzyme activity 
or stability. The NAT2 gene contains two exons with a relatively long intronic region of about 
8.6 kb. Exon 1 is very short (100 bp) and the entire protein-coding region is contained within 
the 870-bp exon 2. Extensive polymorphism has been described in exon 2, with 38 nucleotide 
variations registered to date (http://nat.mbg.duth.gr/). Of these, four common non-
synonymous substitutions at positions 191, 341, 590 and 857 are the most studied and 
characterize the major NAT2 slow haplotype clusters (NAT2*14, NAT2*5, NAT2*6 and 
NAT2*7, respectively). Individuals who are homozygous or compound heterozygous for two 
of these low-activity haplotypes are classified as slow acetylators. 
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Striking patterns of geographic differentiation have been described for the major NAT2 slow-
causing variants, suggesting the action of natural selection at this locus.
11,16
 The function of 
NAT2 in mediating the interactions between humans and their chemical environment, which 
varies depending on diet and lifestyle, makes it an excellent candidate for population-specific 
selection pressures, assuming that xenobiotic exposure has significantly impacted population 
fitness over time.
11,17-21
 Notably, an unusually high level of population differentiation between 
East Asians and other populations (FST values around 0.40) has been described for the 
c.341T>C slow-causing variant (rs1801280), as well as the two linked c.481C>T (rs1799929) 
and c.803A>G (rs1208) nonfunctional SNPs, when compared to an empirical distribution of 
FST computed across a 400-kb region encompassing the whole human NAT gene family.
22
 In 
contrast, the slow 590A variant (rs1799930) was found to occur at roughly similar 
frequencies among widely dispersed populations.
11,19
 Such a low level of geographic 
differentiation may rather suggest a homogenizing process of natural selection, promoting the 
same allelic variant in otherwise disparate populations (through either directional or balancing 
selection). Although many polymorphisms have been described in other regions of the NAT2 
gene,
17,21
 limited data exist on the geographic distribution of these variants in worldwide 
populations. 
In this study, we took advantage of the whole-genome sequence data available from the 1000 
Genomes (1KG) project to explore the global patterns of population genetic differentiation for 
the whole set of variants occurring in the entire NAT2 gene sequence (~10 kb). An outlier 
approach was used to determine whether the patterns of geographic differentiation at this 
locus were atypical compared to those observed for the remaining variation of the genome. 
Selection tests based on the site frequency spectrum and extended haplotype homozygosity 
were further applied to determine the possible role of natural selection in shaping the atypical 
patterns observed. 
 
 
Materials and methods 
 
Data retrieval 
Whole-genome variation data generated by the 1KG project in 1,089 unrelated individuals 
was directly downloaded from the 1000 Genomes ftp site 
(ftp://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/vol1/ftp/release/20110521/), using the phase 1 integrated 
release version 3 of April 2012.
23
 The 1,089 individuals are drawn from 14 different 
populations in sub-Saharan Africa, Europe, East Asia, and the Americas: Yoruba in Ibadan, 
Nigeria (YRI); Luhya in Webuye, Kenya (LWK); people with African ancestry in the 
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Southwest United States (ASW); Utah residents with Northern and Western European 
ancestry (CEU); Tuscans in Italy (TSI); British in England and Scotland (GBR); Finnish in 
Finland (FIN); Iberians in Spain (IBS); Han Chinese in Beijing, China (CHB); Southern Han 
Chinese in China (CHS); Japanese in Tokyo, Japan (JPT); people with Mexican ancestry in 
Los Angeles, California (MXL); Colombians in Medellin, Colombia (CLM); and Puerto 
Ricans in Puerto Rico (PUR). From the obtained vcf (variant call format) files, we extracted 
exclusively the low-coverage VQSR (Variant Quality Score Recalibrator method) SNV calls 
in order to avoid any bias that might result from differences between low-coverage whole-
genome calls and high-coverage exome SNV calls. Indels were not used. Functional 
annotation of the 36,382,866 SNVs retrieved was performed using classification from the 
dbSNP database (build 137) (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables:SNV137.txt). SNVs 
were assigned to two main classes: genic and nongenic SNVs. Genic SNVs were further 
classified as intronic, 5’-UTR, 3’-UTR, coding synonymous, coding non-synonymous or 
splice-site. 
 
Population genetic differentiation 
Global levels of population genetic differentiation at NAT2 (chr8:18248755-18258723 in the 
human GRCh37/hg19 assembly) were evaluated by using the fixation index FST,
24
 which 
quantifies the proportion of genetic variance explained by allele frequency differences among 
populations. FST ranges from 0 (for genetically identical populations) to 1 (for completely 
differentiated populations). FST scores were computed for all NAT2 SNVs occurring with a 
minor allele frequency (MAF) ≥ 0.05 in at least one of the 14 1KG populations, using the 
BioPerl module PopGen.
25
 Extreme values of FST can result from natural selection but also 
from nonselective events linked to the demography of populations, such as genetic drift. 
Because such nonselective processes randomly act on the genome, they are expected to have 
the same average effect across the genome, in contrast to natural selection, which impacts 
population differentiation in a locus-specific manner. The genome-wide variation data 
provided by the 1KG project can thus be used to infer the action of natural selection by 
adopting an outlier approach.
26
 For that purpose, we built nine empirical distributions of the 
FST statistic by considering different subsets of SNVs defined according to their physical 
location and/or functional impact. To obtain distributions of likely independent observations, 
a LD-based pruning procedure was applied to each of these nine subsets using Plink
27 
with 
default parameters (pruning based on a variance inflation factor of at least 2 within each 
sliding window of 50 SNVs with a step of five SNVs). This resulted in a total of 25,532,386 
independent autosomal SNVs included in the genome-wide empirical distribution. These 
numbers are respectively 15,141,160, 11,282,100, 10,477,050, 24,395, 198,718, 107,644, 
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146,572, and 1,912 in the nongenic, genic, intronic, 5’UTR, 3’UTR, coding synonymous, 
coding non-synonymous and splice-site distributions. These nine distributions were then used 
as reference to assess whether the patterns of genetic differentiation observed at NAT2 are 
atypical. Empirical P-values were estimated as the proportion of FST scores in the empirical 
distribution that are either higher (diversifying selection) or lower (homogenizing selection) 
than the value observed at the locus of interest. Since FST strongly correlates with 
heterozygosity,
28-30 
empirical P-values were calculated within bins of SNVs grouped 
according to their global MAF. A total of 27 bins were considered for the whole MAF range: 
10 bins of size 0.001 for MAF between 0 and 0.01, 9 bins of size 0.01 for MAF between 0.01 
and 0.10, and 8 bins of size 0.05 for MAF between 0.10 and 0.50.  
 
Selection tests 
To determine whether natural selection has played a role in the unusual patterns of geographic 
differentiation disclosed, we used two complementary approaches based on the allele 
frequency spectrum of segregating sites and on the local haplotype structure. Tajima’s D31 is a 
classical neutrality test that compares estimates of the number of segregating sites and the 
average number of pairwise differences between nucleotide sequences (π). A zero value of the 
test statistic D is expected under the null hypothesis of selective neutrality, whereas a positive 
D is taken as indicative of balancing selection and a negative one of directional selection. 
Tajima’s D scores were computed across the whole NAT2 coding region by using a sliding 
window approach with a window size of 1 kb and a step size of 100 bp. Statistical 
significance of the test statistic was assessed using an empirical approach. From the genome-
wide data available from the 1KG project, we selected a set of unlinked noncoding regions 
expected to be mostly neutrally evolving. A total of 100 autosomal regions of size 1kb were 
selected that met the following criteria: (i) to be at least 100 kb away from any known or 
predicted genes or expressed sequence tag or region transcribed into mRNA; (ii) to be outside 
any segmental duplication or region transcribed into a long noncoding RNA or conserved 
noncoding element (as defined in Woolfe et al
32
); (iii) to be distant from each other by at least 
100 kb and not in linkage disequilibrium (LD) with each other; (iv) to contain a number of 
SNVs equal to the mean number of SNVs included in the 1-kb sliding windows spanning the 
NAT2 coding region. Tajima’s D scores were computed for these 100 regions so as to obtain 
the null (neutral) distribution of the test statistic in each population sample. An empirical P-
value was estimated at each sliding window position within NAT2 by considering the 
proportion of regions showing a test statistic greater (excess of intermediate-frequency 
variants) or lower (excess of low-frequency variants) than the value observed at that specific 
position. 
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We next used methods based on the extended haplotype homozygosity (EHH) 
measure, i.e. the sharing of identical alleles across relatively long distances by most 
haplotypes in a population sample.
33
 We calculated the integrated haplotype score (iHS)
34 
that 
compares the rate of EHH decay observed for both the derived and ancestral allele at each 
core SNV. An extremely positive or negative value at the core SNV provides evidence of 
positive selection with unusually long haplotypes carrying the ancestral or the derived allele, 
respectively. The raw iHS scores were computed for all NAT2 SNVs using the iHS option 
implemented in the WHAMM! software,
34
 which we slightly modified in order to speed up 
computation times: thresholds for EHH decay were modified from 0.25 to 0.15 and the size of 
the analyzed region was set to 0.2 Mb instead of 2.5 Mb. Information on ancestral allele state 
was obtained from a four-way alignment of human, chimpanzee, orangutan and rhesus 
macaque species, provided by the 1KG 
consortium (ftp://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/vol1/ftp/phase1/analysis_results/supporting/ance
stral_alignments/). 
We also applied a cross-population test by computing the XP-EHH statistic
35
 that compares 
the integrated EHH computed in a test population versus that of a reference population. XP-
EHH scores were computed using the same EHH decay parameters and window size as for 
iHS. The Yoruba (YRI) sample was used as a reference for samples outside Africa, and the 
Utah residents of European ancestry (CEU) as a reference for African samples. 
iHS and XP-EHH scores were also computed for all available SNVs in the 100 neutral 
regions described above, thus providing a reference distribution for each test statistic to 
estimate empirical P-values. Raw scores of iHS and XP-EHH in NAT2 were standardized in 
bins of derived allele frequency (step size of 0.05) using the corresponding distribution of 
each statistic. For both iHS and XP-EHH, we used the phased data provided by the integrated 
Phase 1 release version 3 of the 1KG project (April 2012) and genetic distances were obtained 
from the high density genetic combined map based on 1KG pilot 1 data. 
In-silico prediction of SNV’s functional effects 
The F-SNP method
36 
(http://compbio.cs.queensu.ca/F-SNP/) was applied to assess the 
potential functional effect of SNVs. This integrative scoring method combines assessments 
from 16 independent computational tools and databases, using a probabilistic framework that 
takes into account both the certainty of each prediction and the reliability of the different tools 
depending on the physical and functional annotation of the specific variant tested. It provides 
a functional significance (FS) score that quantitatively measures the possible deleterious 
effect of the tested SNV at the splicing, transcriptional, translational and post-translational 
levels. A FS score of 0.5 is considered as the cutoff point for predicting a deleterious effect.
37
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Results and discussion 
 
Global patterns of population genetic differentiation were examined in the genomic region 
spanning the entire NAT2 gene (~10 kb), using the FST statistic
24 
and the sequence variation 
data provided by the 1KG project.
23
 P-values were estimated from empirical distributions 
built from the background genomic variation (see Materials and Methods). We assigned to 
each genetic variant of the NAT2 gene a ‘main P-value’ derived from the genome-wide 
empirical distribution and a ‘subset P-value’ derived from the distribution including the 
subset of SNVs having a similar location and/or functional impact than the SNV of interest 
(i.e., nongenic, intronic, 5’UTR, 3’UTR, coding synonymous, coding non-synonymous and 
splice site).  
No SNVs in NAT2 exhibited significantly high FST values compared to the genomic 
background, when considering the global differentiation among the 14 worldwide populations 
from 1KG (all P-values > 0.05). No significant P-values were observed when contrasting East 
Asia to the rest of the world either (data not shown). Although high FST scores were observed 
for the three SNVs c.341T>C (rs1801280), c.481C>T (rs1799929) and c.803A>G (rs1208) in 
this specific pairwise comparison (FST ≈ 0.30), they could not be considered as atypical when 
compared to the rest of the genome (P-values ranging from 0.06 to 0.09). This contrasts with 
previous findings pointing out an atypical pattern of differentiation for these three variants 
when considering HapMap data and only the set of variants located within a 400-kb region 
surrounding the NAT2 gene as a reference distribution.
22 
This difference may be due to the 
different set of populations surveyed or to the more accurate empirical distribution used to 
represent the background genomic variation in the present study. 
In contrast, five NAT2 SNVs exhibited unusually low FST values when compared to the 
genome average, with both main and subset P-values below 0.05 (Figure 1). Four of them 
(rs6984200, rs2087852, rs11996129 and rs1112005) are located in the intronic region of 
NAT2, while the fifth one (rs1799930) is a non-synonymous substitution defining the NAT2*6 
slow haplotype cluster (c.590G>A resulting in R197Q). Note that the four intronic SNVs are 
in high LD with the rs1799930 variant (r
2
 ranging from 0.80 to 0.88) (Table 1). They all occur 
at high frequencies in the global human population (within the 0.23-0.26 MAF range). Such 
low levels of population genetic differentiation suggest that at least one of these 
polymorphisms may be subject to balancing or species-wide directional selection, the 
rs1799930 being the most likely target given its gene location and functional impact. 
To determine whether another putative candidate in the genomic region surrounding NAT2 
might explain the patterns observed, through a significant LD with these variants, we 
extended the analysis to a 600-kb region centered on the human NAT multigene family on 
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chromosome 8 (Figure 2). All the variants exhibiting an r
2
 value above the 0.10 threshold 
with the rs1799930 SNV are located within a 56-kb region (chr8:18229877-18285763 in 
hg19) in the direct vicinity of the NAT2 gene (Figure 2A), making unlikely the involvement 
of another gene in the region. Table 1 provides the list of variants showing a significantly low 
interpopulation FST value for either the main or subset P-value and being in moderate to 
strong LD with the rs1799930 variant (r
2
 > 0.50). They are all either intergenic (located up to 
~3 kb upstream or 22 kb downstream of the NAT2 gene) or intronic to NAT2. The prediction 
of their functional impact with the F-SNP method revealed high FS scores for some of them 
(FS = 0.50), denoting a potentially deleterious effect by affecting either the transcriptional or 
splicing regulation. However, the highest FS score was observed for the rs1799930 
polymorphism (0.87), which also displayed the lowest subset P-value (P = 0.016; Table 1). 
Altogether, these results point to the rs1799930 polymorphism as the most likely target of 
homogenizing selection in the genomic region surveyed. 
Interestingly, recent evidence suggest that the NAT2*6 haplotype cluster (characterized by the 
rs1799930 A slow-causing allele) is related with the slowest acetylation capacity in vivo, and 
that the homozygous genotype NAT2*6/*6 thus defines a new category of ‘ultra-slow’ 
acetylators.
8,15
 Ultra-slow acetylators have about 30% lower activities of caffeine metabolism 
compared with other slow acetylators. This is of the same order of magnitude than the 
reduction in enzyme activity between rapid and intermediate acetylators.
15
 These findings are 
consistent with a previous study by Cascorbi et al
13 
that demonstrated a markedly decreased 
NAT2 activity in vivo in NAT2*6/*6 compared to NAT2*5/*5 genotypes. Indirect evidence is 
also provided by clinical association studies related to both drug toxicity and cancer risk. 
Anti-tuberculosis drug-induced hepatotoxicity risk has been shown to be particularly high in 
carriers of the NAT2*6/*6 genotype.
38-43
 Similarly, the ultra-slow genotype, and not the 
common slow NAT2 genotype, has been significantly associated with an increased risk of 
urinary bladder cancer.
8
 This could explain why this particular NAT2 slow-causing variant, 
and not another one, may have been a specific target of natural selection. 
Although a highly homogenous distribution of the rs1799930 A allele is observed across 
worldwide populations (with a global frequency of 0.246), resulting in an unusually low FST 
value (interpopulation FST = 0.006), a three-fold lower frequency of this allele has been 
reported in hunter-gatherers (~0.08) as compared to agriculturalists and pastoralists (~0.25) in 
a comprehensive survey of human NAT2 variation including 128 population samples 
classified according to their major subsistence strategy.
11
 This significant difference in the 
frequency of NAT2*6 alleles (P < 0.0001) was identified as the main genetic cause of the 
higher prevalence of the slow acetylation phenotype in populations practicing farming and 
herding as compared to those mostly relying on hunting and gathering (46% vs 22%, 
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respectively).
11
 Given this marked correlation between the rs1799930 A allele and the 
subsistence strategy adopted by past populations in the last 10,000 years, it has been 
suggested that this slow-causing allele may have conferred a selective advantage in 
populations shifting from foraging to agricultural and pastoral activities in the Neolithic 
period. New or more concentrated NAT2 substrates introduced in the chemical environment 
of food-producing communities have likely promoted a slower acetylation rate in these 
populations. Consequently, the markedly low level of population differentiation observed at 
the rs1799930 locus may result from the convergent selection of the rs1799930 A allele in 
agriculturalist and pastoralist populations which are now present in most parts of the world. 
Several lines of evidence support the hypothesis that the rs1799930 G>A non-synonymous 
substitution (R197Q) has specifically occurred in the human lineage. First, the NAT2 197R 
residue appears to be highly conserved throughout primate evolution, with 100% of the 
orthologous NAT2 sequences generated in 19 distinct simian species harboring an arginine 
(R) at this position.
44
 Second, the 197R position was found to be monomorphic in 103 
individuals from six great ape species (Pan troglodytes, Pan paniscus, Gorilla beringei, 
Gorilla gorilla, Pongo abellii, Pongo pygmaeus) (Prado-Martinez et al,
45
 E.S. Poloni, 
personal communication), as well as in 28 Rhesus monkeys (Macaca mulatta) fully 
sequenced for the NAT2 gene (A. Sabbagh, personal communication), making the R197Q 
polymorphism a specific feature of the human lineage. The hypothesis of a trans-species 
polymorphism maintained for several million years, through shared balancing selection 
pressures, seems therefore unlikely. 
Assuming that the rs1799930 A allele has conferred a selective advantage to populations 
shifting from food collection to farming and animal breeding in the Holocene, this could have 
happened either through directional selection or balancing selection. A gene-dose effect has 
been indeed described for this variant, with a significant trend toward a slower acetylation 
capacity in individuals carrying an increasing number of NAT2*6 haplotypes (0, 1 or 2).
8,15
 
Therefore, heterozygous individuals for this allele display an intermediate metabolic 
phenotype that may have been advantageous if one considers the competing needs of both 
maintaining an efficient detoxification of harmful xenobiotics and avoiding the damaging 
effects of the putative carcinogens that can be activated through NAT2 acetylation. In an 
attempt to provide further insights into the evolutionary mechanisms that might have driven 
and maintained the rs1799930 A allele at high frequencies in most human populations 
worldwide, we carried out several tests of natural selection based on the allele frequency 
spectrum (Tajima’s D31) and haplotype structure (iHS34 and XP-EHH35). An empirical 
approach using sequence variation data from 100 unlinked noncoding regions was adopted to 
assess statistical significance.  
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All iHS and XP-EHH scores computed for the rs1799930 SNV in all individual populations 
from 1KG were not significant at the 0.05 threshold (Table 2). This precludes a clear signal of 
positive selection for this variant as the one expected under a ‘hard sweep model’, which 
assumes the rapid fixation of a single newly arisen advantageous mutation.
46
 In contrast, we 
found significant Tajima’s D scores in the 1-kb regions encompassing the rs1799930 variant 
in five population samples: British, Finnish, Tuscans, Utah residents of European ancestry 
and Puerto Ricans (P < 0.05) (Table 2, Supplementary Table 1). We acknowledge that these 
results become non-significant when a correction for multiple testing is applied, but we also 
note that the ratio of five significant tests out of 14 is higher than the expected 5% proportion 
of false positives. Non-significant scores, but with P-values getting closer to the 5% 
threshold, were observed in two additional ones (P = 0.07 and P = 0.08 in Colombians and 
Luhya, respectively). Furthermore, although non-significant scores prevent rejection of the 
null hypothesis of selective neutrality, it is noteworthy that all populations tested but one 
(Japanese) gave positive Tajima’s D values, suggesting a trend toward an excess of 
intermediate-frequency variants compatible with the action of balancing selection. Such 
consistent results for populations with different demographic pasts make it unlikely that they 
are due to demography rather than balancing selection. This is also in agreement with 
previous findings demonstrating globally positive and significant Tajima’s D values in 
different continental populations and the absence of any signature of positive selection, as 
detected by EHH-based tests.
19-21,47
 A notable exception concerns the c.341C>T slow-causing 
variant for which a selective sweep was detected in Western and Central Eurasian 
populations
17
 with the long-range haplotype test.
33
 We did not confirm such signature of 
positive selection at this locus in any of the 14 populations from 1KG (both iHS and XP-EHH 
scores not significant at the 0.05 level). No significant scores were observed for any of the 
other slow-causing variants either (c.191G>A, c.341T>C and c.857G>A; data not shown). 
Therefore, patterns of diversity at NAT2 seem compatible with either balancing selection or a 
more complex model of ‘multiallelic’ directional selection where different slow variants of 
NAT2 may have simultaneously become targets of directional selection, thereby generating an 
excess of intermediate-frequency alleles. This would explain why our conventional tests of 
selection based on EHH, more suited to detect classical selective sweeps, failed to detect a 
signature of positive selection at the rs1799930 locus. The signature of selection at this 
individual position could have been weakened by the global increase in frequency of other 
NAT2 altering mutations. Note, however, that contrary to c.191G>A (NAT2*14), c.341T>C 
(NAT2*5) and c.857G>A (NAT2*7), which mainly cluster in specific continental 
regions (sub-Saharan Africa, Europe and Asia, respectively,
11
 the cosmopolitan distribution of 
the c.590G>A variant (NAT2*6) suggests that it may have been positively selected in globally 
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distributed food-producing communities. Finally, the hypotheses of balancing and directional 
selection are not mutually exclusive and multiple modes of selection may have operated at the 
NAT2 locus on a population-specific basis, as previously suggested.
21
 
In conclusion, we have described an atypical pattern of geographic differentiation for five 
genetic variants of the NAT2 gene, including the functional rs1799930 SNP defining the slow 
NAT2*6 haplotype series, and four intronic SNPs in high LD with it. An extended analysis of 
a 600-kb region surrounding NAT2 pointed to the rs1799930 polymorphism as the most likely 
target of a homogenizing process of natural selection promoting the same allelic variant in 
most human populations, resulting in an unusually low FST value (FST = 0.006). The 
rs1799930 A allele has been associated with the slowest acetylation capacity in vivo and is 
much more frequent in agriculturalists and pastoralists as compared to hunter-gatherers, 
suggesting it may have been positively selected in food-producing communities which are 
now present in most parts of the world. Neutrality tests based on the allele frequency 
spectrum revealed a trend toward an excess of intermediate-frequency variants at NAT2, 
compatible with either balancing selection or a more complex model of multiallelic 
directional selection. Our findings provide further insights into the functional importance of 
the rs1799930 polymorphism and the role it may have played in human adaptation to 
fluctuating xenobiotic environments. 
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Table 1. List of variants in the 600-kb region surrounding the NAT2 gene with significantly low FST values and in high linkage disequilibrium with 
rs1799930  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SNV, single nucleotide variant; MAF, minor allele frequency. Only variants with r
2 
> 0.50 with rs1799930 are shown. SNVs located in 
the NAT2 gene are shaded in grey. A functional significance score of 0.5 is considered as the cutoff point for predicting a deleterious 
effect.
37
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Table 2. Results of selection tests for the NAT2 rs1799930 polymorphism 
 
 
Significant scores at the 0.05 threshold are shown in bold. YRI: Yoruba from Ibadan, Nigeria; LWK: Luhya fromWebuye, Kenya; ASW: people of African 
ancestry from the southwestern United States; IBS: Iberian populations from Spain; TSI: Tuscans from Italy; CEU: Utah residents with Northern and 
Westhern European ancestry; GBR: British from England and Scotland; FIN: Finnish from Finland; JPT: Japanese from Tokyo, Japan; CHB: Han Chinese 
from Beijing; CHS: Han Chinese from South China; CLM: Colombians from Medellín, Colombia; MXL: people of Mexican ancestry from Los Angeles, 
California; PUR: Puerto Ricans from Puerto Rico. 
*
 P ≤ 0.10, ** P ≤ 0.05, *** P ≤ 0.01 
aHighest Tajima’s D score observed in the 1-kb sliding windows spanning the rs1799930 nucleotide position in each individual population. Note that, except 
in Asians (Japanese and both Han Chinese samples), Luhya and African-Americans, these scores also correspond to the highest values observed across the 
whole NAT2 coding region (Supplementary Table 1). 
 
 
YRI LWK ASW IBS TSI CEU GBR FIN JPT CHB CHS CLM MXL PUR
iHS 0.18 -0.27 -0.05 -0.82 -0.08 0.17 0.02 -0.19 0.18 -0.11 0.06 0.33 0.09 -0.29
XP-EHH -0.80 0.11 -0.50 1.38 0.54 0.80 0.68 0.42 0.20 0.42 0.02 0.19 0.07 0.13
Tajima's D a 0.33 1.00* 0.60 1.07 2.58** 2.49** 3.28*** 2.67** -0.03 0.91 0.88 1.65* 0.99 1.55**
Africa Europe Asia America
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Figure 1. Distribution of -log10 (P-values) of interpopulation FST scores across the human 
NAT2 gene. FST scores were computed among the 14 worldwide populations from the 1000 
Genomes project. P-values were estimated from the lower tail of the empirical distributions. 
(A) Main P-value derived from the genome-wide empirical distribution (including 25,532,386 
SNVs). (B) Subset P-value derived from the empirical distribution including the subset of 
SNVs having a similar location and/or functional impact than the SNV of interest (i.e., 
intronic, 3’UTR, coding synonymous, and coding non-synonymous). The red dotted line 
indicates the 0.05 significance threshold. 
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Figure 2. Distribution of -log10 (P-values) of interpopulation FST scores across a 600-kb 
region centered on the human NAT gene family for those variants in linkage 
disequilibrium (r
2
 > 0.10) with the rs1799930 polymorphism. (A) Level of linkage 
disequilibrium, as measured by the r
2
 statistic,
48
 with the rs1799930 genetic variant. (B) 
Main P-value estimated from the lower tail of the genome-wide empirical distribution 
(including 25,532,386 SNVs). (C) Subset P-value estimated from the lower tail of the 
empirical distribution including the subset of SNVs having a similar location and/or 
functional impact than the SNV of interest (i.e., nongenic, intronic, 5’UTR, 3’UTR, coding 
synonymous, coding non-synonymous and splice site). The red dotted line indicates the 0.05 
significance threshold. SNVs are displayed in different colors according to their r
2
 value with 
rs1799930, ranging from dark blue (r
2
 = 0.10) to dark red (r
2
 = 1.0). The rs1799930 
polymorphism is represented as a black triangle. Coding genes and pseudogenes in the 600-kb 
region are represented below as dark grey and light grey boxes, respectively. The genomic 
position (in megabases) on chromosome 8 is indicated on the horizontal axis (human 
GRCh37/hg19 assembly) 
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Supplementary Table 1. Tajima’s D scores in the 1-kb sliding windows spanning the whole NAT2 coding region. YRI: Yoruba from Ibadan, Nigeria; 
LWK: Luhya fromWebuye, Kenya; ASW: people of African ancestry from the southwestern United States; IBS: Iberian populations from Spain; TSI: 
Tuscans from Italy; CEU: Utah residents with Northern and Westhern European ancestry; GBR: British from England and Scotland; FIN: Finnish from 
Finland; JPT: Japanese from Tokyo, Japan; CHB: Han Chinese from Beijing; CHS: Han Chinese from South China; CLM: Colombians from Medellín, 
Colombia; MXL: people of Mexican ancestry from Los Angeles, California; PUR: Puerto Ricans from Puerto Rico.  
*
P ≤ 0.10, ** P ≤ 0.05, *** P ≤ 0.01 
a
Genomic position of each 1-kb window on chromosome 8 in the human GRCh37/hg19 assembly. 
b
The four slow causing variants c.191G>A, c.341T>C, c.590G>A and c.857G>A correspond to the rs1801279, rs1801280, rs1799930, 
rs1799931 SNPs, respectively. 
YRI LWK ASW IBS TSI CEU GBR FIN JPT CHB CHS CLM MXL PUR
18256555 18257555 none 0.12 -0.37 -0.40 -0.10 0.38 0.21 0.52 -0.45 -0.96 -1.17 -1.41 -0.27 -0.91 -0.23
18256655 18257655 none 0.16 -0.31 -0.32 -0.10 0.38 0.58 0.88 -0.26 -0.96 -1.17 -1.41 0.03 -0.78 0.32
18256755 18257755 c.191G>A 0.55 -0.28 0.04 0.46 0.38 0.78 0.92 0.02 -1.32 -1.05 -1.09 0.08 -0.67 0.23
18256855 18257855 c.191G>A, c.341T>C 1.22* 0.55 0.84 0.67 1.32 1.71 1.85 0.96 -0.61 -0.24 -0.26 0.93 0.09 1.10
18256955 18257955 c.191G>A, c.341T>C 0.94 0.41 0.55 0.67 1.32 1.71 1.85 0.96 -0.61 -0.24 -0.26 0.93 0.09 0.73
18257055 18258055 c.191G>A, c.341T>C 0.69 0.36 0.43 0.67 1.32 1.72 2.46** 1.35 -0.86 -0.24 -0.26 0.91 0.09 0.71
18257155 18258155 c.191G>A, c.341T>C, c.590G>A 0.33 0.82 0.60 0.58 1.57 1.95 3.28*** 2.01* -0.42 0.11 0.18 1.50* 0.13 1.14
18257255 18258255 c.191G>A, c.341T>C, c.590G>A 0.29 0.83 0.60 0.58 2.02 2.49** 3.28*** 2.01* -0.42 0.11 0.18 1.50* 0.13 1.14
18257355 18258355 c.191G>A, c.341T>C, c.590G>A 0.31 0.73 0.29 0.58 2.58** 2.49** 3.28*** 2.01* -0.42 0.11 0.19 1.50* 0.67 1.55**
18257455 18258455 c.191G>A, c.341T>C, c.590G>A, c.857G>A 0.17 1.00* 0.19 1.07 2.06 1.95 2.64*** 2.67** -0.37 0.35 0.78 1.65* 0.96 1.37*
18257555 18258555 c.191G>A, c.341T>C, c.590G>A, c.857G>A -0.007 0.53 0.008 0.70 1.71 1.61 2.23* 2.18* -0.12 0.35 0.78 1.28 0.99 1.13
18257655 18258655 c.191G>A, c.341T>C, c.590G>A, c.857G>A -0.007 0.53 0.008 0.70 1.71 1.61 2.23* 2.18* -0.12 0.35 0.78 1.28 0.99 1.13
18257755 18258755 c.341T>C, c.590G>A, c.857G>A -0.04 0.58 0.06 0.70 2.16* 1.61 2.23* 2.18* -0.12 0.35 0.41 1.28 0.99 1.51*
18257855 18258855 c.590G>A, c.857G>A -0.70 -0.18 -0.62 0.54 0.96 0.87 1.51 1.44 -0.49 0.01 -0.007 0.61 0.03 0.83
18257955 18258955 c.590G>A, c.857G>A -0.42 0.05 -0.47 0.45 1.27 1.21 1.81 1.73 -0.03 0.32 0.39 0.83 0.36 0.97
18258055 18259055 c.590G>A, c.857G>A -0.82 -0.78 -0.88 0.10 0.22 -0.11 0.68 0.62 0.64 0.91 0.88 0.05 -0.22 0.21
18258155 18259155 c.857G>A -0.67 -1.12 -1.05 0.14 -0.17 -0.51 0.29 0.23 0.23 0.70 0.54 -0.23 -0.03 0.004
18258255 18259255 c.857G>A -0.47 -1.01 -0.92 0.14 -0.17 -0.51 0.29 0.23 -0.16 0.70 0.54 -0.23 -0.03 0.004
18258355 18259355 c.857G>A -0.54 -0.90 -0.77 -0.79 -0.35 -0.61 0.12 0.07 0.58 1.42 1.20 -0.13 -0.51 -0.27
Africa Europe Asia America
Starta Enda Slow-causing variant(s) included in the windowb
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Comme l’a fait remarquer l’un des pères fondateurs de la 
pharmacogénétique, Werner Kalow, à la fin de sa carrière, la 
pharmacogénétique ne permettra jamais une prédiction parfaite de la 
réponse d’un individu aux thérapies médicamenteuses. L’effet du 
médicament sur l’individu n’est jamais exactement le même, celui de 
l’organisme sur le médicament non plus. L’une des principales raisons à cela 
est que l’expression des différents gènes impliqués dans la réponse aux 
médicaments n’est pas constante. Entrent en jeu dans cette variabilité des 
facteurs à la fois internes (alimentation, maladie, variations hormonales, 
alcool, ...) et environnementaux (mécanismes épigénétiques, interactions 
gène-environnement, ...). En conséquence, un effet in vivo identique chez 
tous les individus porteurs d’une même mutation génétique ne pourra jamais 
être totalement garanti et il y aura toujours une part de la variabilité de 
réponse aux médicaments qui échappera à notre connaissance et à notre 
capacité d’anticipation. 
  
Par ailleurs, l’utilité de la pharmacogénétique peut sembler discutable pour 
certaines molécules potentiellement dangereuses, comme les AVK. On 
pourrait penser en effet qu’il serait plus opportun, plutôt que de dépenser du 
temps et de l’argent à mettre au point un test pharmacogénétique 
permettant de rendre plus sûre l’utilisation de ces molécules, de développer 
de nouveaux médicaments, mieux tolérés et plus faciles à utiliser et 
présentant la même efficacité. Ainsi, une nouvelle génération 
d’anticoagulants oraux a été développée et introduite en France depuis 
2008 : les « -xabans » (rivaroxaban (Xarelto®), apixaban (Eliquis®)), qui 
inhibent la voie commune de la cascade de la coagulation en neutralisant 
directement le facteur X activé (Xa), et les « -gatrans » (dabigatran (Pradaxa 
®)), qui agissent à la fin de cette voie en inhibant directement le facteur II 
activé (IIa). Opérant ainsi par un mécanisme pharmacologique différent des 
AVK, ils promettent le même bénéfice clinique que ces derniers avec une 
marge thérapeutique plus large qui permet d’éviter un suivi biologique aussi 
lourd. Si ces molécules tiennent leurs promesses, l’usage d’un test génétique 
pour ces molécules ne sera pas justifié et toutes les connaissances acquises 
ces dernières années sur la pharmacogénétique des AVK pourraient être 
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alors reléguées au second plan en faveur de l’utilisation de ces nouvelles 
molécules. 
  
En dépit de ces considérations, la pharmacogénétique est largement 
amenée à jouer un rôle capital dans l’amélioration des thérapies 
médicamenteuses et dans la manière dont va être pratiquée la médecine 
de demain. Malgré la remarquable expansion du champ de la 
pharmacogénétique ces dernières années, elle peine aujourd’hui à s’imposer 
dans la pratique médicale et reste principalement cantonnée à certains 
secteurs, comme la cancérologie, et ce pour diverses raisons. Parmi les plus 
importantes, citons le faible pourcentage de molécules pour lesquelles on 
dispose d’une information pharmacogénétique précise et fiable ; le manque 
de formation des médecins à l’utilisation et à l’interprétation des données de 
pharmacogénétique et leur manque de conviction quant à l’intérêt de cette 
information ; l’absence de recommandations par les autorités compétentes 
de l’utilisation de tests de pharmacogénétique et le non remboursement de 
ces derniers, le plus souvent par manque de preuves de leur utilité sur les 
plans clinique et économique. Pour améliorer son intégration dans la 
pratique clinique, la pharmacogénétique doit surmonter un certain nombre 
d’obstacles d’ordre social, éthique, juridique, économique, biotechnologique 
et scientifique. Sur ce dernier point, la génétique des populations peut 
apporter une aide précieuse. En effet, la pharmacogénétique souffre le plus 
souvent du manque de connaissance de la valeur prédictive d’un génotype 
sur le phénotype, qui résulte notamment de la faible reproductibilité des 
associations génotype/phénotype identifiées lorsque des échantillons 
indépendants sont considérés, et notamment lorsqu’ils sont constitués 
d’individus d’origine ethnique différente. Bien qu’il y ait une réelle nécessité à 
mieux définir les phénotypes de la réponse aux médicaments, l’importante 
variabilité interindividuelle et inter-populationnelle des déterminants 
génétiques de la réponse aux médicaments est la cause majeure de ce 
problème. C’est pourquoi il est important de bien caractériser la diversité 
pharmacogénétique des populations humaines dans différentes régions du 
monde et de comprendre les mécanismes évolutifs qui la sous-tendent. C’est 
dans ce contexte que se positionne ce travail de thèse. En sélectionnant des 
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variants génétiques de pharmacogènes présentant à la fois une extrême 
différenciation entre les populations humaines et une probabilité élevée 
d’être fonctionnels, une telle approche peut permettre d’identifier des 
variants susceptibles d’expliquer les différences de réponse aux médicaments 
entre populations, même si des études fonctionnelles complémentaires sont 
bien-sûr nécessaires pour préciser leur rôle. Étant donné que les différences 
génétiques entre les populations humaines sont plus de nature quantitative 
(fréquence des variants) que qualitative (nature des variants), ces variants 
sont également susceptibles d’expliquer une bonne part de la variabilité 
interindividuelle de réponse aux médicaments et peuvent constituer des 
biomarqueurs intéressants à inclure dans des tests pharmacogénétiques pour 
sécuriser et rendre plus efficaces les thérapies médicamenteuses. 
  
En outre, le développement actuel des techniques de séquençage à haut-
débit donne accès dorénavant aux données de séquence du génome 
entier chez un grand nombre d’individus de différentes populations du 
monde. Ces données permettent d’étudier des variants peu représentés 
jusqu’alors dans les bases de données de génotypage, qu’il peut être 
intéressant de considérer dans des études de pharmacogénétique. En effet, 
les variants rares et peu fréquents sont très abondants dans le génome 
humain (1000 Genomes Project Consortium et al., 2012), notamment dans les 
pharmacogènes : une étude récente ayant séquencé 202 gènes codant des 
cibles pharmacologiques de médicaments chez plus de 14 000 individus a 
révélé que plus de 95 % des variants identifiés avaient une MAF ≤ 0,05 (Nelson 
et al., 2012). Par ailleurs, ces variants semblent être enrichis en variants 
potentiellement fonctionnels, car 85 % des variants non-synonymes et 90 % 
des variants entraînant un codon stop ou modifiant le site d’épissage 
présentent une MAF inférieure à 0,05, alors que cette proportion n’est que de 
65 % pour les variants synonymes (1000 Genomes Project Consortium et al., 
2012). En revanche, il serait nécessaire d’étudier la répartition de ces variants 
dans un panel plus large de populations que celles incluses actuellement 
dans le Projet 1000 Génomes. En effet l’ensemble de la diversité génétique 
humaine est loin d’être représentée par ces seules populations (Lu and Xu, 
2013). 
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 Un autre aspect de ce travail de thèse a consisté à rechercher des 
signatures génomiques de la sélection naturelle, susceptibles d’expliquer les 
profils de différenciation géographique atypiques observés pour certains 
variants de gènes d’intérêt majeur en pharmacogénétique. Des différences 
importantes de fréquence allélique entre populations peuvent en effet être 
le résultat de forces non sélectives (Hofer et al. 2009) et il est nécessaire de 
mettre en œuvre des tests formels de sélection pour préciser la nature des 
forces évolutives sous-jacentes. Si l’on peut démontrer qu’un variant 
présentant un profil de différenciation extrême a été la cible d’une sélection, 
cela conforte sa fonctionnalité et sa possible implication dans le 
déterminisme d’un phénotype. Étant donnée la nature des gènes étudiés 
(pharmacogènes), il est probable qu’il soit plus particulièrement impliqué 
dans la variabilité de réponse à des médicaments. Le design de notre 
stratégie de détection de la sélection mise en œuvre dans l’article 2 ne 
permet cependant pas de déterminer si le variant pharmacogénétique 
d’intérêt a été la cible directe de la sélection. Une étude plus approfondie 
de la signature de sélection dans une région plus étendue que celle incluant 
le seul gène d’intérêt, comme celle mise en œuvre dans la région 
génomique de VKORC1 (partie 2 de cette thèse), est nécessaire pour 
localiser plus finement la cible de la sélection. Remarquons toutefois que 
même avec une approche très approfondie, il peut être difficile d’identifier 
précisément le variant sélectionné. Comme l’a montré clairement l’étude de 
VKORC1, les résultats des tests de sélection dépendent de la densité de 
marqueurs génétiques considérés et des tests de sélection employés. 
L’analyse des résultats des tests de sélection réalisés sur les données de 
séquence du projet 1000 Génomes a permis en effet d’affiner ceux obtenus 
avec les données de génotypage du panel HGDP-CEPH. Nous avons ainsi 
démontré que la sélection naturelle pouvait jouer sur des variants situés dans 
d’autres gènes (PRSS53 dans l’exemple de VKORC1), entraînant avec eux les 
variants situés dans les pharmacogènes d’intérêt. Cela ne peut être mis en 
évidence que si l’on étudie le gène d’intérêt dans son contexte génomique, 
et sur des données de séquences. Il faut cependant rester prudent dans 
l’interprétation des résultats des tests de sélection actuellement disponibles, 
qui ne sont pas forcément très puissants pour la localisation fine de la cible 
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de sélection. En effet, l’identification des variants génétiques précis impliqués 
dans l’évolution adaptative des populations est particulièrement complexe 
au regard des échelles de temps considérées. Notre étude a toutefois permis 
de mettre en évidence le rôle majeur joué par la sélection naturelle dans la 
structure génétique des populations humaines pour les gènes de la réponse 
aux médicaments et de révéler des signatures de sélection encore non 
décrites à ce jour. En effet, notre approche consistant à combiner plusieurs 
tests de sélection complémentaires et à déterminer la signification statistique 
des scores calculés par l’utilisation d’une approche empirique basée sur des 
distributions génome entier nous permet d’être confiants dans les signatures 
génomiques de sélection identifiées. 
  
A l’exception du gène NAT2, nous nous sommes essentiellement intéressés à 
la détection de la sélection positive, et plus précisément, aux événements de 
type balayage sélectif complet ou presque complet répondant au modèle 
classique « hard sweep ». Or, il est probable que d’autres types de sélection 
naturelle aient été à l’œuvre dans le passé sur les gènes impliqués 
aujourd’hui dans la réponse aux médicaments. En effet comme nous l’avons 
introduit dans la première partie de cette thèse, la sélection positive n’agit 
pas seulement via le mécanisme de balayage sélectif classiquement étudié, 
dans lequel une unique mutation avantageuse est, sous l’effet d’une forte 
pression de sélection positive, rapidement amenée à une fréquence élevée 
dans une ou plusieurs populations. Au contraire, il semblerait que ce 
processus sélectif soit assez rare dans l’histoire évolutive de notre espèce 
(Flintoft, 2011; Hernandez et al., 2011). La sélection positive agirait 
principalement en générant de faibles écarts de fréquence allélique, et il 
semble qu’elle soit plus efficace en cas de changement environnemental 
brusque si elle agit à partir de la variation génétique préexistante plutôt que 
sur de nouveaux allèles (adaptation polygénique), ou en ciblant plusieurs 
allèles à la fois plutôt qu’un seul (soft sweep) (Hermisson and Pennings, 2005; 
Pritchard and Di Rienzo, 2010; Pritchard et al., 2010; Ralph and Coop, 2010). Il 
est notamment avéré que ces mécanismes sélectifs sont intervenus au cours 
des phénomènes d’adaptation locale des populations à des variations de 
l’environnement climatique et nutritionnel (Hancock et al., 2010). Cependant 
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ces phénomènes laissent des marques moins nettes sur le génome humain et 
sont donc plus difficiles à mettre en évidence, en particulier si l’on ne dispose 
que de données de génotypage. Avec la plus grande disponibilité des 
données de séquences et le développement de nouvelles méthodes 
adaptées, il est cependant permis d’espérer qu’à l’avenir il sera possible de 
les étudier.  
 
Il aurait été intéressant également de regarder les variants 
pharmacogénétiques présentant un niveau de différenciation génétique 
particulièrement faible, révélateur possible de la sélection balancée ou 
d’une autre forme de sélection favorisant le même allèle dans les différentes 
populations étudiées. Nous avons observé que parmi les 90 variants clés de la 
réponse aux médicaments, seuls deux affichent une valeur de FST inter-
populationnel inhabituellement faible : rs2046934 dans P2RY12 (P-values 
empiriques de la distribution principale et de la sous-distribution = 0,03, MAF 
globale = 0,153) et rs1801028 dans DRD2 (P-values empiriques de la 
distribution principale et de la sous-distribution = 0,03, MAF globale = 0,023). 
Ce petit nombre de variants pourrait s’expliquer de deux manières : soit ces 
processus de sélection homogénéisants sont plus rares que les processus de 
sélection qui conduisent au contraire à une différenciation des populations, 
soit les méthodes que nous avons utilisées, basées sur le FST, sont moins 
puissantes pour les mettre en évidence. Si nous ne pouvons pas entièrement 
répondre à la question, nous pouvons, à partir des distributions empiriques 
des FST que nous avons calculées sur l’ensemble du génome, donner 
quelques éléments de réponse en faveur de la deuxième hypothèse. En 
effet, nous avons pu constater une masse en zéro des FST se traduisant par 
des valeurs seuils de FST très faibles, parfois même à zéro, pour les 1er et 5e 
percentiles, rendant difficile l’identification des marqueurs avec des FST plus 
faibles que ces valeurs seuils.  
  
Pour finir, il faut s’attendre dans les années à venir, à ce que le 
développement des technologies de nouvelle génération d’approche 
globale « omique » permette d’étendre le champ d’investigation de la 
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variabilité de réponse aux médicaments et de la sélection naturelle. Ainsi, il 
sera possible d’explorer les aspects moléculaire, cellulaire et tissulaire, grâce 
à l’analyse du transcriptome, du protéome, du génome somatique, du 
métabolome et de l’épigénome. Le développement de nouvelles méthodes 
de détection des signatures de sélection, plus adaptées aux données de 
séquençage et à la complexité des mécanismes sous-tendant l’histoire 
évolutive des gènes, en corrélation avec des données environnementales, 
permettra d’identifier de façon plus complète les gènes et les variants ayant 
joué un rôle important dans l’adaptation des populations humaines à leur 
environnement. 
  
Au cours de cette thèse, nous n’avons cessé de démontrer le rôle 
fondamental joué par la sélection naturelle dans la différenciation 
pharmacogénétique des populations humaines. Cette constatation nous 
confirme le grand intérêt qu’il y a à détecter les pressions de sélection 
auxquelles ont été soumis les gènes impliqués dans la réponse aux 
xénobiotiques par le passé, pour faciliter l’identification des variants 
pharmacogénétiques responsables d’une partie de la variabilité inter-
populationnelle de réponse aux médicaments aujourd’hui. L’apport essentiel 
de la génétique des populations à l’amélioration de la compréhension des 
facteurs génétiques impliqués dans les traits complexes comme la réponse 
aux médicaments, en fait un outil majeur au service du développement 
d’une médecine personnalisée, sûre et efficace pour tous les individus. Cela 
permet également d’apporter des clés de compréhension précieuses de 
l’histoire adaptative de l’homme en réponse à des variations de son 
environnement chimique. 
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Figure S1. Distribution of VKORC1 haplotypes in the 52 HGDP-CEPH samples. The haplotype carrying the -1639A allele (H1) is represented in red and 
the ancestral haplotype (H6) in black. 
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Figure S2. Pairwise LD between the seven VKORC1 SNPs at the regional and global level. Red 
squares indicate statistically significant (logarithm of odds > 2) LD between the pair of SNPs, as 
measured by the D’ statistic (Lewontin, 1964) with the Haploview software (Barrett et a., 2005) ; 
darker colors of red indicate higher values of D’, up to a maximum of 1. White squares indicate 
pairwise D’ values of < 1 with no statistically significant evidence of LD. Blue squares indicate 
pairwise D’ values of 1 but without statistical significance.  
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Figure S3. Genome-wide empirical distributions of inter-regional FST values against MAF in the 
seven geographic regions. Empirical distributions of FST were constructed by calculating an FST value 
for 644,413 SNPs having a MAF ≥ 0.001 at the global level. Individual values of FST calculated for 
each of the seven VKORC1 SNPs are plotted against their global MAF. The functional rs9923231 SNP 
is shown in red. The 50
th
, 95
th
 and 99
th
 percentiles are indicated as dotted, dashed and full red lines, 
respectively.  
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Figure S4. Genome-wide empirical distributions of intra-regional FST values against MAF in the 
seven geographic regions. Empirical distributions of FST were constructed by calculating an FST value 
for all SNPs having a MAF ≥ 0.001 at the intra-regional level. Individual values of FST calculated for 
each of the seven VKORC1 SNPs are plotted against the regional MAF. The functional rs9923231 
SNP is shown in red. The 50
th
, 95
th
 and 99
th
 percentiles are indicated as dotted, dashed and full red 
lines, respectively.  
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Figure S5. LD patterns over a 2 Mb region centered on VKORC1 in the seven geographic 
regions. Pairwise LD, depicted as D’, is shown for SNPs with a MAF ≥ 0.05 at the global level. D’ 
values are displayed in different colors from yellow to red for D’ = 0 to D’ = 1, respectively. The plot 
was produced using the snp.plotter R package (Luna et al., 2007). The vertical dashed lines delineate 
VKORC1 gene position.  
Annexes 
283 
Figure S6. Allele frequency distribution of the seven VKORC1 SNPs in the 52 HGDP-CEPH 
samples: rs9923231 (A), rs13336384, (B) rs9934438 (C), rs8050894 (D), rs2359612 (E), rs7200749 
(F) and rs7294 (G). The derived and ancestral alleles are represented in orange and blue, respectively.  
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Table S1. Global FST values among populations and among regions for the seven VKORC1 SNPs.  
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Table S2. Results of the XP-CLR test in a 16 kb region centered on VKORC1 in the 52 HGDP-
CEPH samples. 
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Table S2. (suite) 
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Table S2. (suite) 
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Table S2. (fin) 
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Table S3. Results of the XP-EHH and iHS tests in the 52 HGDP-CEPH samples. 
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Table S3. (suite) 
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Table S3. (suite) 
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Table S3. (fin) 
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Table S4. Results of the XP-CLR test in the ~ 500 kb genomic region of the LD block 
encompassing VKORC1 in East Asia. 
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Table S5. Results of the XP-EHH, iHS tests, inter-regional FST and global FST for all SNPs 
located in the linkage disequilibrium block encompassing VKORC1 in East Asia. 
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Table S6. Description of the 52 HGDP-CEPH samples grouped into seven main geographic 
regions. 
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Annexe 2  
 
Tables et Figures supplémentaires  
de l’article 2 
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Figure S1. Geographical distribution of the 14 population samples included in the 1000 Genomes 
project. Population samples from Africa, Europe, East Asia and the Americas are represented by 
yellow, pink, green and blue dots, respectively. The assignment of populations to one of the four 
continental regions was based on the origin of the population, ignoring the past 1,000 years of known 
human migration (e.g., people of European descent in the United States were assigned to Europe). The 
sample size (number of individuals) is indicated in brackets. YRI: Yoruba from Ibadan, Nigeria; 
LWK: Luhya fromWebuye, Kenya; ASW: people of African ancestry from the southwestern United 
States; IBS: Iberian populations from Spain; TSI: Toscani from Italy; CEU: Utah residents with 
Northern and Westhern European ancestry; GBR: British from England and Scotland; FIN: Finnish 
from Finland; JPT: Japanese from Tokyo, Japan; CHB: Han Chinese from Beijing; CHS: Han Chinese 
from South China; CLM: Colombians from Medellín, Colombia; MXL: people of Mexican ancestry 
from Los Angeles, California; PUR: Puerto Ricans from Puerto Rico. 
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Figure S2. Distribution of variants in the 45 VIP genes according to the minor allele frequency 
(MAF). (A) Whole set of 9695 SNVs. (B) Subset of 90 key variants. 
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Figure S3. Distribution of variants in the 45 VIP genes according to the functional annotation 
class. (A) Whole set of 9695 SNVs. (B) Subset of 90 key variants. 
  
Annexes 
301 
 
 
Figure S4. Relationship between interpopulation and intercontinental FST. (A) Correlation 
between interpopulation and interpopulation FST values for the 9695 VIP variants. If slightly 
lower intercontinental FST values are observed when compared to interpopulation FST, a very high 
correlation between the two indices is observed (Pearson's correlation coefficient = 0.992, P-value < 
10
-5
). (B) Venn diagram depicting the proportions of unique and shared highly differentiated 
VIP variants across the interpopulation and intercontinental FST indices. Among the 9695 VIP 
variants, 636 (6.6%) and 378 (3.9%) variants have a significant interpopulation FST and 
intercontinental FST value, respectively. A total of 298 variants have significant values for both FST 
indices. 
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Figure S5. Distribution of functional significance (FS) scores as estimated by the F-SNP tool. 
Any variant with a FS score ≥ 0.5 (indicated by the dashed gray line) is predicted to have a deleterious 
effect with respect to one of four major bio-molecular functions (protein coding, splicing regulation, 
transcriptional regulation and post-translation modifications). The 0.5 threshold was shown to 
correspond to a false positive rate of 2.2% in a large-scale benchmark dataset of known disease-related 
SNPs (Lee and Shatkay, 2009). (A) FS scores of the 636 VIP variants with a significant 
interpopulation FST value. (B) FS scores of the 90 VIP key variants. Interestingly, the distribution of 
FS scores for the 90 key variants with a known clinical relevance in pharmacogenetics is significantly 
different from that of the 636 highly differentiated variants. In particular, the median FS score for the 
636 variants is 0.208, whereas, for the key variants, the median rises to 0.400. Moreover, 37.8% of key 
variants are assigned an FS score ≥ 0.5, whereas only 5.5% of the 636 variants are assigned such a 
high score. The Kolmogorov–Smirnov test with 5% significance level confirms that the two sets of 
variants are unlikely to share a common score distribution (P-value = 2.66 x 10
-11
).  
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Figure S6. Results of selection tests in the 11 VIP genes where a signal of positive selection was 
detected in at least one population (YRI, CEU and/or CHB). The distribution of -log10 (P-values) 
are shown for four tests of positive selection: Tajima’s D, XP-CLR, XP-EHH and iHS. P-values are 
derived from genome-wide empirical distributions of the test statistics, as described in Pybus et al. 
(2014). Horizontal red dotted and dashed lines show 0.05 and 0.01 genome-wide significance levels, 
respectively. Black vertical lines indicate the physical position in each gene of either the key variant(s) 
or the putative functional variant(s) identified by F-SNP (indicated in parentheses above each plot) for 
which an atypical pattern of geographic differentiation was detected. 
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Figure S6. (suite)  
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Figure S6. (suite) 
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Figure S7. Patterns of genetic differentiation observed for all variants in the eight VIP 
genes carrying a significant functional variant (FV). Genome-wide empirical distributions 
of interpopulational FST values were constructed from 25,532,386 SNVs. The 50
th
, 95
th
 and 
99
th
 percentiles are indicated as dotted, dashed and full red lines, respectively. Individual 
values of FST calculated for each variant within the eight VIP genes having a global minor 
allele frequency (MAF) above 5% in at least one population are plotted against their MAF. 
FV are shown in pink.  
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Figure S7. (suite) 
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Figure S7. (suite) 
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Figure S7. (suite) 
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Gene symbol Gene name Physical positiona
Pharmacogenetic 
categoryb
# SNVsc
# Key 
variantsd
ABCB1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1 chr7:87131179-87344639 Transporter 601 3
ACE angiotensin I converting enzyme chr17:61552422-61577741 Pharmacodynamic 104 0
ADH1A alcohol dehydrogenase 1A (class I), alpha polypeptide chr4:100195523-100214185 Phase I metabolism 49 1
ADH1B alcohol dehydrogenase IB (class I), beta polypeptide chr4:100225527-100244572 Phase I metabolism 74 2
ADH1C alcohol dehydrogenase 1C (class I), gamma polypeptide chr4:100255649-100275917 Phase I metabolism 143 1
ADRB1 adrenergic, beta-1-, receptor chr10:115801806-115808667 Pharmacodynamic 15 2
ADRB2 adrenergic, beta-2-, receptor, surface chr5:148204156-148210197 Pharmacodynamic 25 2
AHR aryl hydrocarbon receptor chr7:17336276-17387775 Modifier 93 1
ALDH1A1 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A1 chr9:75513578-75570233 Phase I metabolism 174 0
ALOX5 arachidonate 5-lipoxygenase chr10:45867629-45943563 Pharmacodynamic 418 1
BRCA1 breast cancer 1, early onset chr17:41194312-41279500 Pharmacodynamic 215 0
COMT catechol-O-methyltransferase chr22:19927263-19959498 Pharmacodynamic 144 1
CYP1A2 cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 2 chr15:75039184-75050941 Phase I metabolism 23 2
CYP2A6 cytochrome P450, family 2, subfamily A, polypeptide 6 chr19:41347443-41358352 Phase I metabolism 65 5
CYP2B6 cytochrome P450, family 2, subfamily B, polypeptide 6 chr19:41495204-41526301 Phase I metabolism 163 3
CYP2C9 cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 9 chr10:96520463-96614671 Phase I metabolism 271 2
CYP2C19 cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 19 chr10:96696415-96751148 Phase I metabolism 367 3
CYP2D6 cytochrome P450, family 2, subfamily D, polypeptide 6 chr22:42520501-42528883 Phase I metabolism 53 7
CYP2J2 cytochrome P450, family 2, subfamily J, polypeptide 2 chr1:60356980-60394423 Phase I metabolism 108 1
CYP3A4 cytochrome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 4 chr7:99352583-99383811 Phase I metabolism 57 1
CYP3A5 cytochrome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 5 chr7:99243813-99279621 Phase I metabolism 77 1
DPYD dihydropyrimidine dehydrogenase chr1:97541300-98388615 Phase I metabolism 2825 0
DRD2 dopamine receptor D2 chr11:113278317-113348001 Pharmacodynamic 252 3
F5 coagulation factor V chr1:169479192-169557769 Pharmacodynamic 459 0
GSTP1 glutathione S-transferase pi chr11:67349066-67356124 Phase II metabolism 46 2
GSTT1 glutathione S-transferase theta 1 chr22:24374139-24386284 Phase II metabolism 25 0
HMGCR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase chr5:74630993-74659926 Pharmacodynamic 81 3
KCNH2 potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), member 2 chr7:150640044-150677402 Pharmacodynamic 125 4
KCNJ11 potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 11 chr11:17404796-17412206 Modifier 30 0
MTHFR 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase (NADPH) chr1:11843787-11868160 Pharmacodynamic 96 2
NQO1 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1 chr16:69741304-69762533 Pharmacodynamic 72 1
NR1I2 nuclear receptor subfamily 1, group I, member 2 chr3:119499557-119539332 Modifier 172 0
P2RY1 purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 1 chr3:152550736-152557843 Pharmacodynamic 32 2
P2RY12 purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 12 chr3:151053376-151060585 Pharmacodynamic 17 1
PTGIS prostaglandin I2 (prostacyclin) synthase chr20:48118411-48186707 Pharmacodynamic 263 1
PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase) chr1:186638944-186651559 Pharmacodynamic 40 3
SCN5A sodium channel, voltage-gated, type V, alpha (long QT syndrome 3) chr3:38587553-38676850 Transporter 375 3
SLC19A1 solute carrier family 19 (folate transporter), member 1 chr21:46932629-46964385 Pharmacodynamic 140 5
SLCO1B1 solute carrier organic anion transporter family, member 1B1 chr12:21282128-21394730 Transporter 743 3
SULT1A1 sulfotransferase family, cytosolic, 1A, phenol-preferring, member 1 chr16:28614908-28622649 Phase II metabolism 60 2
TPMT thiopurine S-methyltransferase chr6:18126545-18157374 Phase II metabolism 134 2
TYMS thymidylate synthetase chr18:655604-675499 Pharmacodynamic 71 0
UGT1A1 UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A1 chr2:234666919-234683951 Phase II metabolism 58 1
VDR vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor chr12:48233320-48300814 Pharmacodynamic 320 10
VKORC1 vitamin K epoxide reductase complex, subunit 1 chr16:31100175-31108276 Pharmacodynamic 20 3
aGenomic positions according to the GRCh37/hg19 assembly, including 2-kb flanking sequences on either side of each gene
dVariants annotated in the VIP summary of the PharmGKB database as key variants with a known clinical relevance in pharmacogenetics.
cTotal number of SNVs within each gene identified in the 1000 Genomes project that occur with a minor allele frequency > 0.05 in at least one population and which have a functional  annotation in dbSNP.
bPharmacokinetic and pharmacodynamic genes are shown in green and orange, respectively.
Abbreviation: SNV,single nucleotide variant.
Table S1. Description of the 45 VIP genes included in the study. 
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Empirical distribution Number of SNVs
a
Mean SD Minimum Maximum 95th percentile 99th percentile
Genome-wide 25,532,386 0.017 0.036 0.000 0.884 0.080 0.181
Intergenic 15,141,160 0.017 0.036 0.000 0.811 0.081 0.181
Genic 11,282,100 0.017 0.036 0.000 0.811 0.080 0.183
Intronic 10,477,050 0.017 0.036 0.000 0.791 0.080 0.183
5'-UTR 24,395 0.029 0.036 0.000 0.547 0.123 0.231
3'-UTR 198,718 0.020 0.040 0.000 0.667 0.092 0.202
Coding synonymous 107,644 0.024 0.044 0.000 0.705 0.110 0.219
Coding nonsynonymous 146,572 0.017 0.037 0.000 0.811 0.080 0.188
Splice site 1,912 0.016 0.037 0.000 0.400 0.084 0.181
Interpopulation F ST
aNumber of SNVs remaining after the application of a LD-based pruning procedure.
Abbreviations: UTR,untranslated region; SD, standard deviation ;SNV, single nucleotide variant.
Table S2. Summary statistics of the nine empirical distributions of the interpopulation FST statistic built from the genome-wide variation data of the 1000 
Genomes project. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Annexes 
 312
Table S3. Interpopulation and intercontinental FST values for the 9695 variants located 
in the 45 VIP genes10 
                                                 
10 Fourni sur un tableur excel. 
